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第一章 緒論 
 
 
健康な毎日を送ることは人類共通の願いであるが，我が国においては，国民の健康維持や
生活習慣病の予防などを目的とした健康増進法が 2002 年に制定され，2013 年には食品の新
たな機能性表示制度を 2015 年より実施することが閣議決定されるなど，国家レベルで様々な
対策や改善がなされている。また，超高齢社会を迎えている我が国の課題のひとつに医療費
の問題があり，経済の面からも健康の維持は重要な意義を持っている。このような社会の流
れにあって，毎日の食生活が健康の維持に重要な役割を担っており，健康の維持や向上に関
与する生理機能を備えた，いわゆる機能性食品に対する関心，認知度ともに高いものとなっ
ている。これまで，様々な食品，あるいは食品素材の機能性が数多くの研究者によって研究
されており，科学的エビデンスを明らかにし，ヒトに対する効果を証明しているものから，
簡易的なスクリーニング手法による候補素材の探索といったものまで，世界的に幅広い研究
が行われている。このような機能性研究の対象として良く調べられている素材にショウガ科
の植物がある。 
ショウガ科の植物には，いわゆるショウガ(Zingiber officinale)の他に，秋ウコン(Curcuma 
longa)，春ウコン(Curcuma aromatica)，紫ウコン(Curcuma zedoaria)，黒ウコン(Kaempferia 
parviflora)など多種存在する(Fig. 1-1)。このうち，秋ウコンは，根茎に含まれるクルクミンを
はじめとしたクルクミノイドによる抗炎症作用 1,2)，抗酸化作用 1,3,4)，抗腫瘍作用 1)，肝疾患
予防作用 5)，アルツハイマーに対する予防作用 4)など，機能性に関して多数報告されている。
春ウコン，紫ウコンにおいては，抗腫瘍作用 6,7)，抗炎症作用 7)，抗菌作用 7)などが報告され
ている。 
黒ウコンは黒ショウガ(Black ginger)とも呼ばれ，原産国のタイにおいては，通風，アフタ
性潰瘍，化膿，アレルギー，消化器疾患などの治療や，精力増強剤として伝統的に用いられ
ている 8)。我が国においても，健康食品あるいはサプリメントとして近年注目されている。
機能性としては，多剤耐性関連タンパク質の発現調節 9)，マクロファージからの一酸化窒素
(NO)産生抑制およびプロスタグランジン E2(PGE2)分泌抑制作用などの報告がある
8)。精力増
強に対する知見については，幼若去勢ラットにおいて，性腺機能や加齢に伴う疾病に関与す
るテストステロン産生を増加させるといった報告がある 10)。また，黒ウコンには 11 種類のポ
リメトキシフラボノイド(PMFs)が含まれており，そのうちの 7 種類について，花粉症に代表
される I 型アレルギーの細胞モデルとして汎用される，ラット好塩基球性白血病細胞株
RBL-2H3 細胞において，抗原刺激による脱顆粒に対して抑制作用を示すことが報告されてい
る 11-13)。しかしながら，種々のショウガ科植物の比較を軸とした黒ウコンに含まれる脱顆粒
抑制作用を示す成分の推定から，抗炎症作用機序に至るまでを体系的に検討した報告は無い。
また，高血圧，心臓病をはじめとした生活習慣病と密接に関わっている動脈硬化に対する黒
ウコンの作用や，含有成分での，作用機序まで踏み込んだ詳細にわたる男性ホルモン産生に
与える影響はこれまで調べられていない。  
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そこで，沖縄県渡嘉敷村で栽培されている，国産黒ウコンの脱顆粒抑制作用及び抗炎症作
用機序の解明と，黒ウコンの新たな機能性となり得る動脈硬化に対する作用の可能性，さら
に，含有成分レベルでの男性ホルモン産生に与える影響について，培養細胞を用いた実験手
法によるアプローチから解明することを目的とし，本研究を行った。 
 
 
 
 
 
Fig. 1-1  ショウガ科の植物 
(A) 黒ウコン(Kaempferia parviflora), (B) 春ウコン(Curcuma aromatica), (C) 秋ウコン
(Curcuma longa), (D) 紫ウコン(Curcuma zedoaria) 
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第二章 黒ウコンの脱顆粒抑制作用及び脱顆粒抑制成分
の推定 
 
 
ショウガ科の植物は多様な機能性を有することが知られており，そのうち，黒ウコンは I
型アレルギーの細胞モデルとして汎用される，RBL-2H3 細胞における脱顆粒(Fig. 2-1)に対し
て抑制作用を示すことが報告されている 11, 12)。しかしながら，極性の異なる複数の抽出条件
下で，さらに同じショウガ科の中でも異なる品種間での比較は行われていない。そこで，本
章では，黒ウコンに特徴的に含まれる，脱顆粒抑制を示す成分の簡易的な推定を目的とし，
異なる種類のショウガ科植物を対象とした，極性の異なる 2 条件の抽出条件下で得られた抽
出物の脱顆粒抑制作用の検討を行った。つづいて，黒ウコンにおいて特徴的に脱顆粒抑制作
用が見られた抽出条件で得られた抽出物について，品種間の GC/MS 解析の比較によって黒ウ
コンに含まれる特徴的な成分の推定を行った。  
 
 
 
 
Fig. 2-1 RBL-2H3細胞からの脱顆粒と炎症メディエ
ーターの放出 
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第一節 ショウガ科植物に対する RBL-2H3 細胞を用いた脱顆粒抑制
評価試験 
 
1. 目的 
これまで，異なる種類のショウガ科植物を対象とし，さらに極性に着目した複数の抽出条
件下で得られた抽出物について，RBL-2H3 細胞を用いた脱顆粒抑制作用は調べられていない。
そこで，本研究の第一段階として，特徴的な脱顆粒抑制作用を示す品種及び抽出条件の探索
を目的として検討を行った。 
 
 
2. 方法 
2-1. 試料及び試薬 
春ウコン(Curcuma aromatica)，秋ウコン(Curcuma longa)及び紫ウコン(Curcuma zedoaria)
は，沖縄県農業研究センター，黒ウコン(Kaempferia parviflora)は沖縄県渡嘉敷村にてそれ
ぞれ栽培されたものを，ショウガは市販されている国内産のものを試料に用いた。  
試験に用いた緩衝溶液は以下の組成とした。Modified Tyrode buffer (137 mM NaCl，2.7 
mM KCl，1.8 mM CaCl2，1 mM MgCl2，5.6 mM glucose，20 mM HEPES，0.1 % BSA(ナカラ
イテスク株式会社)，pH 7.3，以下 MT buffer)，クエン酸緩衝液  (100 mM クエン酸，pH 4.5)，
Glycine buffer (2M Glycine，pH 10.4)，Lysis buffer (Passive Lysis 5× buffer (プロメガ株式会
社)をミリ Q 水で 5 倍希釈)。基質溶液は
p-nitrophenyl-2-acetamido-2-deoxy-(R)-D-glucopyranoside(和光純薬工業株式会社)をクエン酸
緩衝液で 3.3 mM とした。 
試験の陽性対照には Wortmannin(和光純薬工業株式会社)14)をジメチルスルホキシド
(DMSO)で 1 mM としたものを原液とし，MT buffer で希釈した後，試験に供した。 
特に記載の無いものは，和光純薬工業株式会社の試薬特級を用いた。  
 
2-2. 装置 
以下の装置を用いた。ホモジナイザー；Dispergierantrieb T10 basic (IKA ジャパン株式会
社)，CO2 インキュベーター；MCO-175(三洋電機株式会社)，マイクロプレートリーダー；
SpectraMax M2
e
 (日本モレキュラーデバイス社)。 
 
2-3. 試料溶液の調製 
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2-3-1. 50 %エタノール抽出 
各試料をミキサーで粉砕後，1 g を秤取した。50 %エタノール 20 mL を加えホモジナイ
ズし，室温で 16 時間振とう後，10,000 ×g，5 分間遠心分離した。遠心分離後の上清を分
取し，ポアサイズ 0.2 μm のディスクフィルターでろ過したろ液を 50 % エタノール抽出液
(50 mg/mL)とした。 
 
2-3-2. ヘキサン抽出 
各試料をミキサーで粉砕後，1 g を秤取した。ヘキサン 10 mL 及びリン酸緩衝生理食塩
水(PBS(-)，Sigma 社)10 mL を加えホモジナイズし，室温で 16 時間振とう後，10,000 ×g，
5 分間遠心分離した。遠心分離後のヘキサン層を 1 mL 分取し，窒素雰囲気下でヘキサンを
除去した後，DMSO500 μL に溶解したものをヘキサン抽出液(200 mg/mL)とした。 
 
2-4. 細胞培養 
ラット好塩基球性白血病細胞株 RBL-2H3(ヒューマンサイエンス振興財団より分与)を，
以下の培地組成にて培養した。継代培地；Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM，Sigma
社)，10 %ウシ胎児血清(FBS，Invitrogen 社)，100 U/mL penicillin 及び 100 μg/mL streptomycin 
(Sigma 社)。培養条件は，37°C，5 % CO2 とした。 
 
2-5. RBL-2H3 細胞を用いた脱顆粒抑制評価試験 
既報 15-17)に基づいて試験した。96 ウェルマイクロプレートのうち，48 ウェルに 5×104 
cells/well で細胞を播種し，一晩培養した。継代培地で 50 ng/mL とした抗 DNP-IgE 抗体
(Sigma 社)を 100 μL 添加し 2 時間培養後，プレートを 100 μL の MT buffer で洗浄した。MT 
buffer で希釈した各抽出液または Wortmannin 溶液(終濃度 25 nM)を各 50 μL 添加し，37°C
で 10 分間加温後，抗原として 100 ng/mL の DNP-labeled human serum albumin(DNP-HSA，
Sigma 社)を 50 μL 加え，37°C で 3 時間刺激した。抽出液を含まない MT buffer を添加し，
同様に反応させたものをコントロールとした。また，抗 DNP-IgE 抗体を含まない継代培地
で培養し，さらに抽出液を含まない MT buffer を添加して同様に操作したものをブランク
とした。刺激後，培養上清全量を空のウェルに分取し，細胞に Lysis buffer を 100 μL 添加
した後，室温で 10 分間静置して細胞溶解液を得た。培養上清および細胞溶解液に基質溶
液を 50 μL 加え，37°C で 25 分間反応させた。反応溶液に 50 μL の Glycine buffer を加えて
反応停止後，マイクロプレートリーダーにて，主波長 405 nm (参照波長 650 nm)の吸光度
を測定した。β-hexosaminidase の放出率を以下の式により求め，コントロールの放出率を
100 ％として，抽出液及び陽性対照の β-hexosaminidase の相対放出率を算出した。 
β-hexosaminidase 放出率＝培養上清の吸光度/（培養上清の吸光度＋細胞溶解液の吸光度） 
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2-6. 統計処理 
統計解析には GraphPad Prism 5.02 ソフトウェア(GraphPad Software, Inc 社)を用いた。有
意差の検定には Dunnett 検定を用い，5 %未満の危険率でコントロールに対する有意差の有
無を判定した。 
 
 
3. 結果 
黒ウコン，春ウコン，秋ウコン，紫ウコン及びショウガの各抽出液について，脱顆粒抑制
作用試験を行った。この結果，黒ウコンヘキサン抽出液において相対放出率 45.5±1.6 ％(平
均値±標準誤差)と，コントロールに対して p<0.001 で有意差が認められた(Fig. 2-2)。春ウコ
ン，秋ウコン，紫ウコン，ショウガの各ヘキサン抽出液においては，最も相対放出率の低い
秋ウコンで 102±3.2％であり，コントロールに対する有意な脱顆粒の抑制は認められなかっ
た。また，50％エタノール抽出液における相対放出率は，黒ウコンにおいて最も低く 44.3±
0.3 ％(p<0.001)，これに続き秋ウコン(69.4±2.9 ％, p<0.001)，春ウコン(88.4±1.4％, p<0.01)
であった。また，Phosphatidylinositol-3-kinase(PI-3K)の活性を阻害し，ヒスタミン遊離及び脱
顆粒を抑制することが知られている Wortmannin14)を陽性対照として同様に試験を実施した結
果，Wortmannin 25 nM における相対放出率は 21±1.7 %であった。 
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Fig. 2-2  ショウガ科植物の脱顆粒抑制作用 
 
RBL-2H3 cells were sensitized with DNP-IgE for 2 h.  Sensitized cells were incubated with the 
50 %EtOH extracts or n-hexane extracts from C. aromatica, C. longa, C. zedoaria, K. parviflora, and 
Z. officinale (each final concentration was 250 μg/mL) and stimulated with antigen for 3 h.  
Released β-hexosaminidase was measured.  Results are represented as mean + SEM, n = 4.  Open 
bar, 50% EtOH extracts; closed bar, n-hexane extracts.  Values are significantly different from the 
control at *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001.   
 
Horigome S, et al. Biosci Biotechnol Biochem, 78, 851-860 (2014)より引用 
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第二節 GC/MS を用いた黒ウコンに特徴的な成分の推定及び LC/MS
を用いた成分の定量 
 
1. 目的 
本章第一節において，黒ウコンのヘキサン抽出液に，他のショウガ科植物では見られなか
った特徴的な脱顆粒抑制作用が認められた。そこで，GC/MS による分析手法を用い，これら
のショウガ科植物のヘキサン抽出液の比較から，黒ウコンヘキサン抽出液に特異的に含まれ
る成分を推定した。さらに，標準品が市販されている成分については，LC/MS による成分定
量を実施した。 
 
 
2. 方法 
2-1. 試料及び試薬 
本章第一節 2-1 で記載した試料を用いた。5,7-dimethoxyflavone (DMF，Chromadex 社)は
50 %エタノールに溶解させ，18 mM とした。5-hydroxy-3,7,3′,4′-tetramethoxyflavone (TMF，
Extrasyntese 社)はエタノールに溶解させ，14 mM とした。 
特に記載の無いものは，和光純薬工業株式会社の試薬特級を用いた。  
 
2-2. 装置 
以下の装置を用いた。GC/MS；6890N/5973N GC-MS system (Agilent Technologies 社)，
LC/MS；1100SL system (Agilent Technologies 社)。 
 
2-3. 試料溶液の調製 
本章第一節 2-3-2 で記載したヘキサン抽出と同様の方法で得たヘキサン層(100 mg/mL)
より 1 mL 分取し，GC/MS 分析に供した。同様にヘキサン層より 1 mL 分取し，窒素雰囲
気下でヘキサンを除去した後，メタノール(残留農薬試験用，和光純薬工業株式会社)に溶
解したものを LC/MS 分析に供した。 
 
2-4. GC/MS による黒ウコン含有成分の推定及び LC/MS による定量 
GC/MS は以下の条件とした。カラム；DB-5ms(内径 0.25 mm，長さ 30 m，膜厚 0.25 μm，
Agilent Technologies 社)，注入方法；スプリットレス，温度；試料注入口 250°C，カラム 60°C 
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(1 min 保持)→5°C /min 昇温→320°C，ガス流量；ヘリウム 1 mL/min，イオン源温度；230°C，
イオン化電圧；70 eV，イオン化法；EI，注入量；1 μL。得られたマススペクトルは Wiley 8th 
Edition/NIST 2008 MS Library によりライブラリー検索を行った。LC/MS は以下の条件とし
た。カラム；CAPCELL PAK C18 AQ(内径 3 mm，長さ 150 mm，粒子径 5 μm，株式会社資
生堂)，カラム温度；40°C，移動相；10 mM 酢酸アンモニウム水溶液およびメタノールの
混液 1：9(v/v)，流速：0.3 mL/min，注入量；2 μL，イオン化法；ESI ポジティブ，キャピ
ラリー電圧；3000 V，ドライングガス(窒素)流量；10 L/min，ネブライザーガス(窒素)温度；
350°C，測定モード；SIM，モニターイオン；283.10(DMF)，359.10(TMF)，保持時間；4.090 
min (DMF)，4.690 min (TMF)。 
 
 
3. 結果 
黒ウコン抽出液に特徴的な脱顆粒抑制作用がみられ，さらに，今まで報告に無かったヘキ
サン抽出液において黒ウコンにのみ強い脱顆粒抑制作用が認められたことから，黒ウコンヘ
キサン抽出液に含まれる特徴的な成分を同定する目的で，各種ウコンおよびショウガヘキサ
ン抽出液の GC/MS による分析を行った。この結果，黒ウコンにのみ Fig. 2-3A に示した複数
のピークが検出され，ライブラリー検索により DMF，TMF に加え，3,5,7-trimethoxyflavone，
5-hydroxy-7,4'-dimethoxyflavone，3,5,7,4'-tetramethoxyflavone のポリメトキシフラボノイド
(PMFs) 5 成分が含まれていることが推定された(Fig. 2-4，2-5，Table 2-1)。これらのうち，DMF
においては黒ウコンの成分として，RBL-2H3 細胞における脱顆粒抑制作用が報告されていな
かった。また，ライブラリー検索において，フラグメントパターンに基づく hit 率が 90 %以
上である化合物について推定される含有成分としたため，Fig. 2-3A で示した 1，2 及び 6 のピ
ークについては最終判断として unknown とした(Table 2-1)。 
推定された 5 成分のうち，標準品が市販されている DMF 及び TMF について LC/MS による
成分定量を試みた結果，ヘキサン抽出液における定量値から算出した黒ウコンにおける含有
量は，それぞれ 556 μg/g (DMF)，193 μg/g (TMF)であった。春ウコン，秋ウコン，紫ウコン，
およびショウガにおける含有量は，いずれも 5 μg/g 未満であった。 
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Fig. 2-3A-C ショウガ科植物の GC/MS トータルイ
オンクロマトグラム 
 
 
10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00
0
2000000
4000000
6000000
8000000
   1e+07
 1.2e+07
 1.4e+07
 1.6e+07
時間-->
アバンダンス
TIC: KUM1303.D\data.ms
10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00
2000000
4000000
6000000
8000000
   1e+07
 1.2e+07
 1.4e+07
 1.6e+07
 1.8e+07
   2e+07
 2.2e+07
時間-->
アバンダンス
TIC: KUM1304.D\data.ms
10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00
   1e+07
   2e+07
   3e+07
   4e+07
   5e+07
   6e+07
   7e+07
   8e+07
時間-->
アバンダンス
TIC: KUM1305.D\data.ms
1    2   3  4  5 6 7 8 
(A) 
(B) 
(C) 
- 13 - 
 
 
 
 
 
Fig. 2-3D, E ショウガ科植物の GC/MS トータルイ
オンクロマトグラム 
 
Results represent K. parviflora (A), C. aromatica (B), C. longa (C), C. zedoaria (D), and 
Zingiber officinale (E).  Compound numbers and retention time (r.t.) represent the following: 1 = 
unknown (r.t. 40.479 min); 2 = unknown (r.t. 41.106 min); 3 = 5,7-dimethoxyflavone (DMF) (r.t. 
43.283 min); 4 = 3,5,7-trimethoxyflavone (r.t. 43.555 min); 5 = 5-hydroxy-7,4′-dimethoxyflavone (r.t. 
45.345 min); 6 = unknown (r.t. 45.713 min); 7 = 3,5,7,4′-tetramethoxyflavone (r.t. 47.775 min); 8 = 
5-hydroxy-3,7,3′,4′-tetramethoxyflavone (TMF) (r.t. 47.936 min). 
 
Horigome S, et al. Biosci Biotechnol Biochem, 78, 851-860 (2014)より引用 
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Fig. 2-4A-E 黒ウコンヘキサン抽出液の特徴的なピ
ークの MS スペクトル 
(A) 
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(C) 
(D) 
(E) 
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Fig. 2-4F-H 黒ウコンヘキサン抽出液の特徴的なピ
ークの MS スペクトル 
 
Peak numbers are represented in Fig. 2-3A.  (A) peak number 1; (B) peak number 2; (C) peak 
number 3; (D) peak number 4; (E) peak number 5; (F) peak number 6; (G) peak number 7; (H) peak 
number 8. 
 
Horigome S, et al. Biosci Biotechnol Biochem, 78, 851-860 (2014)より引用 
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Table 2-1. Estimated components by GC/MS in the hexane extract from K.parviflora. 
Peak 
No.
*1
 
Estimated component
*2
 Remarks 
1
*3
 
benzacephenanthrylen-11-ol 
benzacephenanthrylen-12-ol 
benzofluoranthen-10-ol 
benzofluoranthen-3-ol 
いずれも hit 率が 90 %未満(86 %)。m/z268，
239のみで推定されているため，精度が悪い。 
2
*3
 
1-[2-(trifluoromethyl]-1,3-dihydro-2,1- 
benzoxaphosphole 1-oxide 
hit 率が 90 %未満(38 %)，フラグメントパタ
ーンが明らかに異なる(m/z298，269 に特徴的
なピークが存在)。 
3 5,7-dimethoxyflavone - 
4 3,5,7-trimethoxyflavone - 
5 5-hydroxy-7,4'-dimethoxyflavone - 
6
*3
 
±-2-methoxy-3,8-dioxocephalotax-1-ene hit 率が 90 %以上(91 %)だが，フラグメント
パターンが明らかに異なる(m/z327，312 に特
徴的なピークが存在)。 
7 3,5,7,4'-tetramethoxyflavone - 
8 5-hydroxy-3,7,3',4'-tetramethoxyflavone - 
*1;該当する Peak No.は Fig. 2-3A に記載。 
*2;各ピークにおいて最も Hit 率の高かったものについて記載した。 
*3;Remarks の記載内容に基づき，最終判断として unknown とした。 
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Nobiletin (Nob) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2-5 黒ウコンに認められたポリメトキシフラボ
ノイド 
 
Peak numbers are represented in Fig. 2-3. 
 
Horigome S, et al. Biosci Biotechnol Biochem, 78, 851-860 (2014)より引用 
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第三節 考察 
 
本章の結果から，50％エタノール抽出液，さらに低極性物質の抽出を目的としたヘキサン
抽出液においても，他のショウガ科植物と比較して強い脱顆粒抑制作用があることが確認さ
れた(Fig. 2-2)。また，黒ウコンのエタノール抽出液において，PMFs が抗原刺激に対する脱顆
粒抑制作用を示すことが報告されており 11, 12)，黒ウコンには他のショウガ科植物には無い，
PMFs をはじめとした物性の異なる複数の脱顆粒を抑制する成分が含まれていると推定され
た。 
次に，黒ウコンヘキサン抽出液に特徴的に含まれる成分を GC/MS にてライブラリー検索を
行った結果，5 種類の PMFs が推定された(Fig. 2-3～2-5，Table 2-1)。また，LC/MS による分
析から，黒ウコンヘキサン抽出液には DMF 556 μg/g，TMF 193 μg/g 含まれることが明らかと
なった。従って，黒ウコンヘキサン抽出液 1000 μg/mL 中に DMF が 1.97 μM，TMF が 0.54 μM
含まれる計算になる。DMF 以外の 4 種類の PMFs については，黒ウコンに含まれる成分とし
て脱顆粒抑制作用を有することが報告されている 12)が，今回の定量結果より，DMF，TMF が
他のショウガ科と比較して特徴的に多く含まれていることが明らかとなったことから，DMF，
TMF を含む PMFs が，黒ウコンが示した脱顆粒抑制作用に強く関与している可能性が示唆さ
れた。 
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第三章 黒ウコン及びポリメトキシフラボノイド(PMFs)
の抗炎症作用機序の解析 
 
 
黒ウコン及び含有成分である DMF，TMF について，脱顆粒反応とこれに伴う炎症に対する
抑制作用をさらに調べるため，RBL-2H3 細胞を用い，IgE の架橋からプロテインキナーゼ C 
(PKC)活性化，Ca2+流入を経て脱顆粒に至る抗原で刺激する条件と，IgE の架橋を介さない，
Ca
2+流入以降のリン酸化シグナル伝達後期に対する作用を評価するカルシウムイオノフォア
による条件 16, 18-20)，の 2 条件を用いて，脱顆粒に対する抑制，各種炎症メディエーターの転
写レベル及びタンパク質レベルでの抑制作用を検討した。  
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第一節 黒ウコンヘキサン抽出液の抗原刺激またはカルシウム流入剤
による脱顆粒に対する抑制作用 
 
1. 目的 
第二章第一節において，黒ウコンのヘキサン抽出液に，他のショウガ科植物では見られな
かった特徴的な脱顆粒抑制作用が認められた。そこで，黒ウコンヘキサン抽出液が持つ脱顆
粒抑制作用の作用機序解析への第一段階として，第二章第一節で行った，IgE の架橋からプ
ロテインキナーゼ C (PKC)活性化，Ca2+流入を経て脱顆粒に至る抗原刺激による条件と，IgE
の架橋を介さない，Ca2+流入以降のシグナル伝達後期に対する作用を評価するカルシウム流
入剤による条件 16, 18-20)の 2 条件を用いて脱顆粒抑制作用を検討した。  
 
 
2. 方法 
2-1. 試料及び試薬 
カルシウム流入剤による脱顆粒抑制評価試験の陽性対照には SKF9636521)をミリ Q 水で
10 mM としたものを原液とし，MT buffer で希釈した後に試験に供した。その他は第二章
第一節 2-1 及び第二節 2-1 で記載した試料及び試薬を用いた。  
特に記載の無いものは，和光純薬工業株式会社の試薬特級を用いた。  
 
2-2. 装置 
第二章第 1 節 2-2 に記載した装置と同様とした。 
 
2-3. 試料溶液の調製 
第二章第 1 節 2-3 に記載した方法と同様とした。 
 
2-4. 細胞培養 
第二章第 1 節 2-4 に記載した方法と同様とした。 
 
2-5. RBL-2H3 細胞を用いた脱顆粒抑制評価試験 
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2-5-1. 抗原刺激による脱顆粒抑制評価試験 
第二章第一節 2-5 に記載した方法と同様とした。 
 
2-5-2. カルシウム流入剤による脱顆粒抑制評価試験 
96 ウェルマイクロプレートのうち，48 ウェルに 5×104 cells/well で細胞を播種し，一晩
培養した。プレートを 100 μL の MT buffer で洗浄した。MT buffer で希釈した各抽出液ま
たは SKF96365 溶液(終濃度 25 μM)を各 50 μL 添加し，37°C で 10 分間加温後，カルシウム
流入剤として MT buffer で 5 μMとした A23187溶液(和光純薬工業株式会社)を 50 μL加え，
37°C で 30 分間刺激した 20)。抽出液を含まない MT buffer を添加し，同様に反応させたも
のをコントロールとした。また，抽出液を含まない MT buffer を添加し，さらに A23187
溶液を含まない MT buffer を添加したものをブランクとした。以降の操作は抗原刺激によ
る脱顆粒抑制評価試験(第二章第一節 2-5)と同様とした。 
 
2-6. 統計処理 
統計解析には GraphPad Prism 5.02 ソフトウェア(GraphPad Software, Inc 社)を用いた。有
意差の検定には Dunnett 検定を用い，5 %未満の危険率でコントロールに対する有意差の有
無を判定した。 
 
 
3. 結果 
黒ウコンのみ特徴的に脱顆粒抑制作用を示したヘキサン抽出液について，抗原刺激または
Ca
2+流入剤による脱顆粒に対する抑制作用を検討した結果を Fig. 3-1 に示した。いずれの条件
においても試料濃度依存的な脱顆粒抑制作用がみられたが，試料濃度 500 μg/mL において，
Ca
2+流入に対する相対放出率が 74.8±3.8 %であったのに対し，抗原刺激に対する相対放出率
は 32.9±0.9 %であった。また，Ca2+流入の阻害剤として用いられている SKF96365 を陽性対
照として同様に試験を実施した結果，25 μM における相対放出率は 52±1.4 %であった。 
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Fig. 3-1 黒ウコンヘキサン抽出液の抗原刺激または
カルシウム流入による脱顆粒抑制作用 
 
For antigen-mediated stimulation, RBL-2H3 cells were sensitized with DNP-IgE for 2 h, incubated 
with various concentrations of hexane extracts from K. parviflora, and stimulated with antigen (●) for 
3 h.  For calcium ionophore-stimulation, the cells were incubated with various concentrations of 
n-hexane extracts from K. parviflora without sensitizing with anti-DNP-IgE and stimulated with 
calcium ionophore A23187 (○) for 30 min.  Results of β-hexosaminidase release are represented as 
mean ± SEM., n = 4.  Values are significantly different from the control at *p < 0.05 and ***p < 
0.001.   
 
Horigome S, et al. Biosci Biotechnol Biochem, 78, 851-860 (2014)より引用 
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第二節 PMFs の RBL-2H3 細胞における脱顆粒抑制作用 
 
1. 目的 
第二章第二節において，黒ウコンヘキサン抽出液中の特異的な成分として複数のポリメト
キシフラボノイドが含まれ，そのうち，標準品として入手可能である DMF 及び TMF におい
て LC/MS による定量から，それぞれ 556 μg/g (DMF)，193 μg/g (TMF)含まれることが明らか
となった。そこで，DMF 及び TMF の脱顆粒抑制作用を，抗原刺激による条件と，カルシウ
ム流入剤による条件の 2 条件で検討した。 
 
 
2. 方法 
2-1. 試料及び試薬 
3',4',5,6,7,8-hexamethoxyflavone (nobiletin，Nob)はエタノールに溶解させ，50 mM とした。
その他は第二章第一節 2-1，第二節 2-1 及び本章第一節 2-1 で記載した試薬を用いた。 
特に記載の無いものは，和光純薬工業株式会社の試薬特級を用いた。  
 
2-2. 装置 
第二章第 1 節 2-2 に記載した装置と同様とした。 
 
2-3. 細胞培養 
第二章第 1 節 2-4 に記載した方法と同様とした。 
 
2-4. RBL-2H3 細胞を用いた脱顆粒抑制評価試験 
2-4-1. 抗原刺激による脱顆粒抑制評価試験 
第二章第一節 2-5 に記載した方法と同様とした。 
 
2-4-2. カルシウム流入剤による脱顆粒抑制評価試験 
本章第一節 2-5-2 に記載した方法と同様とした。 
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3. 結果 
DMF，TMF 及び，シークヮーサーをはじめとした柑橘類に含まれる抗炎症成分として知ら
れるポリメトキシフラボノイドの Nob を比較対照に用い 22, 23)，抗原刺激または Ca2+流入剤に
対する脱顆粒抑制作用を検討した。Fig. 3-2 に示した通り，抗原刺激に対する脱顆粒抑制作用
では，いずれの化合物においても濃度依存的な脱顆粒の抑制が認められ，IC50 値はそれぞれ
19.2 μM (DMF)，1.8 μM (TMF)，195 μM (Nob)であった。Ca2+流入に対する脱顆粒抑制作用に
おいても濃度依存的な脱顆粒の抑制がみられたが，DMF において IC50 値が 41.3 μM であり，
TMF，Nob においては試験可能であった Fig. 3-3 に示した濃度範囲において，50％未満の相
対放出率は得られなかった。 
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Fig. 3-2 DMF, TMF 及び Nob の抗原刺激による脱顆
粒抑制作用 
 
For antigen-mediated degranulation, RBL-2H3 cells were sensitized with DNP-IgE for 2 h, 
incubated with various concentrations of DMF (○), TMF (●), and nobiletin (△) and stimulated with 
antigen for 3 h.  Results of β-hexosaminidase release are represented as the mean ± SEM., n = 4.   
 
Horigome S, et al. Biosci Biotechnol Biochem, 78, 851-860 (2014)より引用 
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Fig. 3-3 DMF, TMF 及び Nob のカルシウム流入によ
る脱顆粒抑制作用 
 
For calcium ionophore-mediated degranulation, the cells were incubated with various 
concentrations of DMF (○), TMF (●), and nobiletin (△) and stimulated with calcium ionophore 
A23187 for 30 min without sensitizing with anti-DNP-IgE.  Results of β-hexosaminidase release are 
represented as the mean ± SEM., n = 4.   
 
Horigome S, et al. Biosci Biotechnol Biochem, 78, 851-860 (2014)より引用 
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第三節 黒ウコン及び PMFs の炎症メディエーター発現及び分泌に対
する影響 
 
1. 目的 
前節までの結果から，黒ウコンヘキサン抽出液及び含有成分である DMF，TMF が，IgE の
架橋から PKC 活性化，Ca2+流入に至るまでの比較的初期の細胞内リン酸化シグナル伝達に対
して強い抑制を示すことが明らかとなった。また，リン酸化シグナルの活性化に伴い，炎症
メディエーターが産生，分泌されることで炎症が誘導されることが知られている。そこで，
黒ウコン抽出液，DMF 及び TMF について，炎症メディエーターの転写レベルでの発現また
はタンパク質分泌に対する抑制作用を抗原刺激による条件と，カルシウム流入剤による条件
の 2 条件で検討した。 
 
 
2. 方法 
2-1. 試料及び試薬 
第二章第一節 2-1，第二節 2-1，本章第一節 2-1 及び第二節 2-1 で記載した試薬を用いた。 
特に記載の無いものは，和光純薬工業株式会社の試薬特級を用いた。  
 
2-2. 装置 
realtime PCR 装置は StepOnePlus Real Time PCR System (Applied Biosystems 社)，サスペン
ジョンアレイ解析装置は Luminex 200 (Luminex Corporation 社)を用いた。その他は第二章
第 1 節 2-2 に記載した装置と同様とした。  
 
2-3. 細胞培養 
第二章第 1 節 2-4 に記載した方法と同様とした。 
 
2-4. 定量 RT-PCR による炎症メディエーターの mRNA 発現量測定 
2-4-1. 抗原刺激による mRNA 発現試験 
24 ウェルマイクロプレートに 2.5×105 cells/well で細胞を播種し，一晩培養した後，継
代培地で 50 ng/mL とした抗 DNP-IgE 抗体を 500 μL 添加し 2 時間培養した。プレートを 500 
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μL の継代培地で洗浄後，継代培地で希釈した各抽出液または Wortmannin 溶液(終濃度 25 
nM)を各 125 μL 添加し，37°C で 10 分間加温後，抗原として 100 ng/mL の DNP-HSA を 125 
μL 加え，37°C で 30 分間刺激した。抽出液を含まない継代培地を添加し，同様に反応させ
たものをコントロールとした。また，抗 DNP-IgE 抗体を含まない継代培地で培養し，さら
に抽出液を含まない継代培地を添加して同様に操作したものをブランクとした。  
 
2-4-2. カルシウム流入剤による mRNA 発現試験 
24 ウェルマイクロプレートに 2.5×105 cells/well で細胞を播種し，一晩培養した。プレ
ートを 500 μL の継代培地で洗浄後，継代培地で希釈した各抽出液または SKF96365 溶液(終
濃度 25 μM)を各 125 μL 添加し，37°C で 10 分間加温後，カルシウム流入剤として継代培地
で 5 μM とした A23187 溶液 125 μL 加え，37°C で 15 分間刺激した。抽出液を含まない継
代培地を添加し，A23187 溶液を添加したものをコントロールとした。また，抽出液及び
A23187 溶液を含まない継代培地を添加したものをブランクとした。 
 
2-4-3. total RNA 抽出及び定量 RT-PCR 
2-4-1 及び 2-4-2 で刺激した後のプレートから培養上清を除去し，RNeasy mini kit (Qiagen
社)に従って total RNA を抽出した。抽出した total RNA より Random primer N9 (タカラバイ
オ株式会社)及び PrimeScript Reverse Transcriptase (タカラバイオ株式会社)を用いて cDNA
を合成した。得られた cDNA をテンプレートとし，Fast SYBR Green Master Mix (Applied 
Biosystems 社)及び目的遺伝子特異的プライマーを添加後，realtime PCR にて mRNA 発現量
を測定した。測定した遺伝子及びプライマー配列は Table 3-1 に示した。コントロールの
Threshold Cycle(CT)値に対する各試験区の CT 値から，次式に示した比較 CT 法(ΔΔCT 法)に
より，コントロールの mRNA 発現量に対する各試験区の mRNA 発現量を mRNA 発現率と
して算出した。内部標準として β-Actin の mRNA 発現量を測定した。  
mRNA 発現率(%)=100×2-ΔΔCT 
ΔΔCT=ΔCT[Sa]- ΔCT[CN]  
ΔCT= CT[Target]-CT[IC] 
CT[Target] ；目的遺伝子の CT 値 
CT[IC] ；内部標準の CT 値 
ΔCT[Sa] ；試験区の ΔCT 値 
ΔCT[CN] ；コントロールの CT[Target]の平均値から，コントロールの CT[IC]の平
均値を減じて算出した ΔCT 値 
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Table 3-1. Oligonucleotide sequences that were used as PCR primers  
 
Gene 
name 
Forward primer Reverse primer remarks* 
Tnf-α AACTCGAGTGACAAGCCCGTAG GTACCACCAGTTGGTTGTCTTTGA RA008379 
Il-4 TGCACCGAGATGTTTGTACCAGA TTGCGAAGCACCCTGGAAG RA015145 
Mcp-1 CTATGCAGGTCTCTGTCACGCTTC CAGCCGACTCATTGGGATCA RA011410 
β-Actin GGAGATTACTGCCCTGGCTCCTA GACTCATCGTACTCCTGCTTGCTG RA015375 
*タカラバイオ株式会社より入手したものについては，product ID を記載した。 
 
 
2-5. 炎症メディエーターのタンパク質分泌量の定量 
2-5-1. 抗原刺激によるタンパク質分泌試験 
2-4-1 に記載した方法と同様とし，DNP-HSA で 1 時間刺激した後，培養上清を分取した。 
 
2-5-2. カルシウム流入剤によるタンパク質分泌試験 
2-4-2 に記載した方法と同様とし，A23187 溶液で 3 時間刺激した後，培養上清を分取し
た。 
 
2-5-3. タンパク質分泌量の測定 
2-5-1 及び 2-5-2 の培養上清について，Procarta Cytokine Assay Kit (Affymetrix 社)を用い，
TNF-α，IL-4，MCP-1 のタンパク質分泌量をサスペンジョンアレイ解析装置で測定した。  
 
2-6. 統計処理 
統計解析には GraphPad Prism 5.02 ソフトウェア(GraphPad Software, Inc 社)を用いた。有
意差の検定には一元配置分散分析及び Dunnett 検定を用い，5 %未満の危険率でコントロー
ルに対する有意差の有無を判定した。 
 
 
3. 結果 
黒ウコン 50 %エタノール抽出液およびヘキサン抽出液，ショウガヘキサン抽出液，TMF，
DMF，Nob について，炎症性サイトカイン類である TNF-α，IL-4，ケモカイン MCP-1 の細胞
からの分泌に与える影響を調べた。この結果，抗原刺激による TNF-α，IL-4，MCP-1 の分泌
に対して，DMF，TMF，Nob において濃度依存的な抑制を認めた(Fig. 3-4A-C)。このうち，
TNF-α分泌では，各ポリメトキシフラボノイド 50 μMにおいて，コントロールに対して DMF，
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TMF ともに約 100 %，Nob では約 70 %の抑制がみられた。IL-4，MCP-1 においても同様の傾
向がみられ，各ポリメトキシフラボノイド 50 μM において，コントロールに対して DMF，TMF
ともに 90 %以上，Nob ではそれぞれ 83 % (IL-4)，74 % (MCP-1)の抑制がみられた。黒ウコン
では 50 %エタノール抽出液において，コントロールに対してそれぞれ 95 % (TNF-α)，84 % 
(IL-4)，67 % (MCP-1)の抑制がみられ，ヘキサン抽出液では 96 % (TNF-α)，92 % (IL-4)，78 % 
(MCP-1)の産生抑制がみられた．Ca2+流入剤に対する炎症メディエーター類の分泌においても，
DMF，TMF，Nob において濃度依存的な抑制を認めた(Fig. 3-5A-C)。このうち，TNF-α 分泌
では，各ポリメトキシフラボノイド 50 μM において，コントロールに対してそれぞれ 54 % 
(DMF)，77 % (TMF)，49 % (Nob)の抑制がみられた。IL-4，MCP-1 においては，ポリメトキシ
フラボノイド 50 μM において，コントロールに対してそれぞれ DMF で 96 % (IL-4)，89 % 
(MCP-1)，TMF では IL-4，MCP-1 ともに 75 %，Nob ではそれぞれ 80 % (IL-4)，84 % (MCP-1)
の抑制がみられた。黒ウコンでは 50 %エタノール抽出液において，コントロールに対してそ
れぞれ 49 % (TNF-α)，34 % (IL-4)，42 % (MCP-1)の抑制がみられ，ヘキサン抽出液では TNF-α
で 22 %の産生抑制がみられたが，IL-4，MCP-1 では産生抑制が認められなかった。mRNA の
発現はおおむねタンパク質分泌量に平行した動きを認めたが，Ca2+流入剤による刺激(Fig. 
3-5D-F)の場合，抗原刺激(Fig. 3-4D-F)と比較し，明らかに弱い抑制作用を示した。抗原刺激
による脱顆粒の陽性対照である Wortmannin では，TNF-α 分泌でコントロールを上回る分泌量
であり，これ以外の mRNA 発現量およびタンパク質分泌量ではいずれもコントロールに対し
て抑制作用がみられた(Fig. 3-4)。また，Ca2+流入剤による脱顆粒の陽性対照として用いた
SKF96365 では，いずれの炎症メディエーターにおいても mRNA 発現量ではコントロール以
上の発現量であり，その一方でタンパク質分泌量においてはいずれの炎症メディエーターに
おいてもコントロールに対して抑制作用が認められた(Fig. 3-5)。 
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Fig. 3-4 黒ウコン抽出液及び PMFs の抗原刺激によ
る炎症メディエーター発現，分泌抑制作用  
 
RBL-2H3 cells were sensitized with DNP-IgE for 2 h and then incubated with various 
concentrations of 50% EtOH or n-hexane extracts from K. parviflora, Z. officinale, or DMF, TMF, or 
nobiletin and stimulated with antigen for 1 h.  The amounts of TNF-α (A), IL-4 (B), and MCP-1 (C) 
were measured by the multiplex immunoassay Luminex 200 system.  For mRNA expressions, 
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sensitized cells were similarly incubated but stimulated with antigen for 30 min.  The mRNA levels 
of Tnf-α (D), Il-4 (E), and Mcp-1 (F) were measured by quantitative reverse transcriptase-PCR, 
normalized to the levels of β-actin (the internal standard), and expressed as a percentage of the 
control values.  Numbers on the Y-axis legend indicate compound concentrations in μM; BL, blank; 
CN, control; Wot, Wortmannin; Nob, nobiletin; KP Hex, the hexane extract from K. parviflora (250 
μg/mL); KP 50E, the 50% EtOH extract from K. parviflora (250 μg/mL); Gin Hex, the hexane extract 
from Z. officinale (250 μg/mL).  Results are represented as mean; n = 2 (A-C), and mean + SEM.; n 
= 3 (D-F).  Values in D-F are significantly different from the CN at *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p 
< 0.001. 
 
Horigome S, et al. Biosci Biotechnol Biochem, 78, 851-860 (2014)より引用 
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Fig. 3-5 黒ウコン抽出液及び PMFs のカルシウム流
入による炎症メディエーター発現，分泌抑
制作用 
 
RBL-2H3 cells were incubated with various concentrations of 50% EtOH or hexane extracts from 
K. parviflora, Z. officinale, or DMF, TMF, or nobiletin and stimulated with A23187 for 3 h.  The 
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amounts of TNF-α (A), IL-4 (B), and MCP-1 (C) were measured by the multiplex immunoassay 
Luminex 200 system.  For mRNA expressions, RBL-2H3 cells were similarly incubated but 
stimulated with A23187 for 15 min.  The mRNA levels of  Tnf-α (D), Il-4 (E), and Mcp-1 (F) were 
measured by quantitative reverse transcriptase-PCR, normalized to the levels of β-actin (the internal 
standard), and expressed as a percentage of the control values.  Numbers on the Y-axis legend 
indicate compound concentrations in μM; BL, blank; CN, control; SKF, SKF96365; Nob, nobiletin; 
KP Hex, the hexane extract from K. parviflora (250 μg/mL); KP 50E, the 50% EtOH extract from K. 
parviflora (250 μg/mL); Gin Hex, the hexane extract from Z. officinale (250 μg/mL).  Results are 
represented as mean; n = 2 (A-C), and mean + SEM.; n = 3 (D-F).  Values in D-F are significantly 
different from the CN at *p < 0.05.  
 
Horigome S, et al. Biosci Biotechnol Biochem, 78, 851-860 (2014)より引用 
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第四節 黒ウコン及び PMFs のリン酸化シグナルに対する抑制作用 
 
1. 目的 
黒ウコン抽出液，DMF 及び TMF の抗炎症作用機序についてさらに知見を得るため，メジ
ャーなリン酸化シグナル経路である MAP キナーゼ経路に関与する酵素である，ERK1/2 のリ
ン酸化に対する抑制作用を検討した。  
 
 
2. 方法 
2-1. 試料及び試薬 
電気泳動には，ポリアクリルアミドゲル(スーパーセップエース  10 %，和光純薬工業株
式会社)，及びランニングバッファーに 10×トリス/グリシン/SDS buffer(バイオ・ラッド ラ
ボラトリーズ株式会社)をミリ Q 水で 10 倍希釈したものを用いた。トランスファーに用い
た溶液は以下の組成とした。A 溶液(300 mM Tris，5 % メタノール)，B 溶液(25 mM Tris，
5 % メタノール)，C 溶液(25 mM Tris，40 mM 6-アミノヘキサン酸，5 % メタノール)。メ
ンブランは Immobilon-P(メルク株式会社)を用いた。ウェスタンブロットには，10×TBS(バ
イオ・ラッド ラボラトリーズ株式会社)をミリ Q 水で 10 倍希釈したものを用い(TBS)，
これに Tween 20 (Sigma 社)を 0.1 %となるように加えたものを TBS-T とした。ブロッキン
グにはウシ血清アルブミン(BSA)を 5 %となるように TBS-T に溶解させたものを用いた。
一次抗体には p44/42 MAPK(Erk1/2) Antibody (Cell Signaling Technology 社)または
Phospho-p44/42 MAPK(Erk1/2)(Thr202/Tyr204) Antibody (Cell Signaling Technology 社)を Can 
Get Signal Solution 1 (東洋紡績株式会社)で 1000 倍に希釈したものを用いた。二次抗体には
Anti-Rabbit IgG, HRP-linked Whole Antibody (GE ヘルスケア・ジャパン株式会社)を Can Get 
Signal Solution 2 (東洋紡績株式会社)で 5000 倍に希釈したものを用いた。その他は第二章
第一節 2-1，第二節 2-1 及び本章第二節 2-1 で記載した試料及び試薬を用いた。  
特に記載の無いものは，和光純薬工業株式会社の試薬特級を用いた。  
 
2-2. 装置 
電気泳動及びトランスファーには，以下の装置を用いた。パワーサプライ；EPS3501XL 
(GE ヘルスケア・ジャパン株式会社)，電気泳動漕；イージーセパレーター (和光純薬工業
株式会社)，セミドライブロッティング装置；トランスブロット SD セル (バイオ・ラッド 
ラボラトリーズ株式会社)。タンパク質の検出には，画像解析装置 ImageQuant LAS 4000 (GE
ヘルスケア・ジャパン株式会社)を用いた。その他の装置は第二章第 1 節 2-2 に記載した装
置と同様とした。 
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2-3. 細胞培養 
第二章第 1 節 2-4 に記載した方法と同様とした。 
 
2-4. ウェスタンブロット法によるタンパク質の検出 
24 ウェルマイクロプレートに 12.5×105 cells/well で細胞を播種した後，抗 DNP-IgE 抗体
を終濃度 0.1 μg/mL となるように添加し，さらに継代培地で希釈した各抽出液または DMF，
TMF，Nob を添加し，一晩培養した。抗 DNP-IgE 抗体を添加せず，継代培地のみとしたウ
ェルをブランクとし，抗 DNP-IgE 抗体を添加し，培地のみとしたウェルをコントロールと
し，以下同様に操作した。培養後のプレートを PBS(-)(Sigma 社)で洗浄後，継代培地で 10 
μg/mL とした DNP-HSA 溶液を 250 μL 添加し，37°C，60 分間刺激した。ブランクウェルは
DNP-HSA 溶液の代わりに継代培地を 250 μL 添加した。刺激後，上清を除去し，PBS(-)で
洗浄後，Complete Lysis-M (Roche Diagnostics 社)を 200 μL 添加し，室温下，5 分間静置し
て細胞溶解及びタンパク質抽出を行った。得られたタンパク質溶液より，一部を分取し，
BCA Protein Assay Kit (Pierce 社)を用い，キットのプロトコルに従って総タンパク質量を定
量した。残りのタンパク質溶液は，Red Loading Buffer Pack (New England Biolabs 社)を用い，
タンパク質を変性させた。変性後，15 μL (6 μg 相当)をポリアクリルアミドゲルに供し，240 
V，20 mA で 90 分間泳動した。泳動後，ブロッティング装置の陽極側から，ろ紙 2 枚(A
溶液)，ろ紙 1 枚(B 溶液)，メンブラン(メタノール浸漬後，B 溶液に浸漬)，ゲル，ろ紙 3
枚(C 溶液)を，この順に重層させ，2 mA/cm2，30 分間トランスファーを行った。4°C，一晩
ブロッキングした後，メンブランを一次抗体溶液に浸漬させ，37°C，1 時間ハイブリダイ
ゼーションを行った。メンブランを TBS-T で 10 分間×3 回洗浄し，二次抗体溶液に浸漬
させ，37°C，1 時間ハイブリダイゼーションを行った。メンブランを TBS-T で 10 分間×3
回洗浄した後，ECL Plus Western Blotting Detection Reagents (GE ヘルスケア・ジャパン株式
会社)を用い，キットのプロトコルに従って反応後，画像解析装置にて化学発光を検出した。 
 
3. 結果 
黒ウコン抽出液，DMF，TMF 及び Nob の ERK1/2 のリン酸化に対する抑制作用を検討した
結果を Fig. 3-6 に示した。この結果，黒ウコン 50 %エタノール抽出液及びヘキサン抽出液の
いずれにおいても，各抽出液 250 μg/mL で 50 及び 25 μg/mL と比較し，p-ERK1/2 量が少ない
傾向であった。DMF，TMF，Nob においては，DMF 及び TMF で Nob と比較し，いずれの濃
度においても p-ERK1/2 量が少なかった。 
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Fig. 3-6 黒ウコン抽出液及び PMFs のタンパク質
リン酸化抑制作用 
 
抗原刺激下，ERK1/2 のリン酸化に対する抑制を調べた。KP 50% EtOH;黒ウコン 50 %エタ
ノール抽出液，KP Hexane;黒ウコンヘキサン抽出液。 
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第五節 考察 
 
マスト細胞が脱顆粒に至る機構に，マスト細胞表面に高発現した IgE が架橋されることで
細胞内のリン酸化シグナルが活性化する FcεRI シグナル伝達が知られている 18, 24)。このシグ
ナル伝達経路中に産生するイノシトール-1.4.5-三リン酸とジアシルグリセロールにより，
protein kinase C (PKC)の活性化及び細胞内 Ca2+濃度の上昇が誘導される。これにより細胞内
Ca
2+ストアが枯渇し，CRAC (Ca2+ release-activated Ca2+)チャネルが活性化され，細胞外からの
Ca
2+流入が誘導されることが知られている 18, 19, 24)。このことから，IgE の架橋から Ca2+流入，
PKC 活性化を経て脱顆粒に至る，抗原刺激による脱顆粒抑制試験，または IgE の架橋を介さ
ない，PKC 活性化以降のシグナル伝達後期に対する抑制作用を評価する Ca2+流入剤による脱
顆粒抑制試験を，これまで報告の無い黒ウコンヘキサン抽出液について行った (Fig. 3-1)。こ
の結果，抗原刺激に対して，Ca2+流入時よりも強い抑制効果が見られたことから，黒ウコン
ヘキサン抽出液には IgE の抗原による架橋から Ca2+流入に至るまでの比較的初期のシグナル
伝達において強い抑制作用があることが示唆された。  
フラボノイド類の抗炎症作用については多数の報告 23, 25)~30)があることから，DMF及び TMF，
シークヮーサーの抗炎症成分である Nob について抗原刺激，または Ca2+流入に対する脱顆粒
抑制効果を検討した結果，いずれの化合物においても抗原刺激に対して，Ca2+流入時よりも
強い抑制効果が見られ，さらに DMF，TMF において Nob を上回る強い脱顆粒抑制作用が認
められた(Fig. 3-2，3-3)。 
花粉症などの I 型アレルギー疾患においては，マスト細胞からヒスタミンをはじめとした
炎症メディエーターの産生が増加し，細胞外へ放出される。そこで，炎症反応初期に産生さ
れ，炎症時の白血球遊走や IFN-γ や IL-6 などのサイトカイン産生を誘導するなど，炎症反応
の活性化を促進する TNF-α31, 32)，IgE 産生を促進する Th2 型サイトカインである IL-432, 33)，単
球の遊走性や接着性を亢進し，炎症反応を進展させるケモカイン MCP-134, 35)に着目し，PMFs
や黒ウコン抽出液が，これらのタンパク質分泌に与える影響を検討した。DMF 及び TMF は，
抗原刺激による炎症メディエーター産生試験において，TNF-α，IL-4，MCP-1 のいずれに対
しても Nob を上回る強い分泌抑制作用を示したが，Ca2+流入による同様の試験ではコントロ
ールに対する分泌抑制は認められたが抗原刺激時程度の分泌抑制はみられなかった (Fig. 3-4，
3-5)。黒ウコンヘキサン抽出液と 50 %エタノール抽出液においては，抗原刺激時では同程度
の分泌抑制作用を示したが，Ca2+流入時では 50 %エタノール抽出液のみが分泌抑制作用を示
した。このことから，50 %エタノール抽出液にのみ含まれる PMFs 以外の未知成分が関与す
る可能性が考えられる。  
Ca
2+流入剤による炎症メディエーターの mRNA 発現においては，タンパク質分泌と比較し
て全体的に抑制率が低かった。このうち，SKF96365 が Ca2+流入剤による炎症メディエーター
の mRNA 発現を抑制しなかったのは，Ca2+流入剤が CRAC チャネル非依存的に細胞内へ Ca2+
を流入させるのに対し，SKF96365 は CRAC チャネルに対する阻害剤であることから，Ca2+
流入剤による細胞内への Ca2+流入を阻害しなかったと考えられた。同様に DMF，TMF 及び
SKF96365 が炎症メディエーターの mRNA 発現を抑制せず，一方でタンパク質分泌を抑制し
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たことから，DMF，TMF 及び SKF96365 が Ca2+流入から炎症メディエーターの転写活性化に
至る経路よりも，タンパク質分泌に関わる機構を抑制している可能性が考えられた。 
抗原刺激による炎症メディエーターの mRNA 発現においては，タンパク質分泌と同様の傾
向であった。このうち，Wortmannin が Tnf-αの mRNA 発現を抑制した一方でタンパク質分泌
を抑制しなかったのは，Wortmannin が PI-3K に対する阻害剤であるため，mRNA の発現は抑
制し，既に細胞内で産生された TNF-α が細胞外へ分泌したと考えられた。また，DMF 及び
TMF は抗原刺激による TNF-α 分泌を抑制していることから，Ca2+流入剤による結果と同様に，
DMF 及び TMF が炎症メディエーター分泌に対する抑制作用があることが示唆された。さら
に，mRNA 発現も抑制していることから，抗原刺激から Ca2+流入に至るまでのシグナル伝達
を抑制していると考えられた。また，PKC 活性化以降のシグナル伝達経路に存在する ERK1/2
について，黒ウコン抽出液，DMF及び TMFがリン酸化を抑制したことからも(Fig. 3-6)，ERK1/2
もしくはこれより上流のシグナル伝達を黒ウコン抽出液，DMF 及び TMF が抑制する可能性
を支持している。 
第二章の結果も踏まえ，本章をまとめると以下の通りとなる。異なる種類のショウガ科植
物を対象とし，極性の異なる 2 条件での抽出方法を用いて比較検討するアプローチにより，
黒ウコンにおいて特徴的な脱顆粒抑制作用を見出し，GC/MS を用いたライブラリー検索から，
含有される 5 種類の PMFs を推定した。そのうち，DMF，TMF について，LC/MS による定量
から，黒ウコンヘキサン抽出液にはそれぞれ，556 μg/g，193 μg/g 含まれることが明らかとな
った。また，DMF 及び TMF が Nob を上回る強い脱顆粒抑制作用があることを見出した。さ
らに，DMF が RBL-2H3 細胞を用いた抗原刺激または Ca2+流入による脱顆粒に対して抑制作
用があることを初めて見出した。抗原刺激または Ca2+流入を介した脱顆粒，炎症メディエー
ターの mRNA 発現及びタンパク質分泌において，黒ウコンヘキサン抽出液，DMF，TMF が
抗原刺激に対してより強い抑制作用を示すことを確認した。このことは，黒ウコンヘキサン
抽出液，DMF 及び TMF が初期の炎症シグナル伝達を抑制することを示唆している。  
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Fig. 3-7 黒ウコン抽出液及び PMFs の脱顆粒抑制作
用機序 
 
(A)TMF 及び DMF が RBL-2H3 細胞の脱顆粒に対して強い抑制作用を示した。(B)TMF 及び
DMF は抗原と IgE の架橋反応から Ca2+流入に至るまでの，初期のリン酸化シグナル経路をよ
り強く抑制する可能性が示唆された。(C)黒ウコン抽出液及び DMF，TMF は ERK1/2 あるい
はその上流のリン酸化シグナル伝達を抑制し，抗炎症作用を示す可能性が示唆された。  
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第四章 黒ウコン及び PMFs の単球細胞接着抑制作用 
 
 
生活習慣病と密接に関わっているアテローム性動脈硬化の発生と進展には，血液細胞のひ
とつである単球，血管を構成する血管内皮細胞などの炎症反応による活性化が深く関与して
いる(Fig. 4-1)。アテローム性動脈硬化のリスクファクターとして，高血圧，喫煙，ストレス，
高脂血症，高濃度の血漿中 LDL，炎症を誘導するその他の因子などが考えられている 36-38)。
炎症により誘導される活性酸素(ROS)の産生と LDL の酸化もまたアテローム性動脈硬化のリ
スクファクターとして認知されている 39)。アテローム性動脈硬化の初期段階において，血管
内皮細胞が TNF-α に代表される炎症性サイトカインによって活性化されることはよく知られ
ており，炎症性サイトカインにより刺激を受けた血管内皮細胞の表面には，E-selectin が高発
現し，単球のローリングを補助する。ローリングした単球は，Intercellular adhesion molecule 1 
(ICAM-1)や Vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1)といった細胞接着分子(CAMs)を介し，
血管内皮に接着する 40-42)。この単球の接着ステップは単球の血管内膜への移行を促進し，内
皮下においてマクロファージに分化する。マクロファージはエンドサイトーシスにより酸化
LDL (ox-LDL)を貪食し，泡沫細胞となることが知られている 43)。 
本研究におけるここまでの結果から，黒ウコン及び含有成分の DMF，TMF は抗炎症作用を
有することが明らかとなった。そこで，これまで黒ウコンの機能性として報告されていない，
アテローム性動脈硬化の発生プロセスにおける，血管での主要なイベントに対する黒ウコン，
DMF，TMF の作用について，培養細胞を用いる手法で調べた。  
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Fig. 4-1 アテローム性動脈硬化の発生・進展 
プロセス 
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第一節 RAW264.7 細胞に対する一酸化窒素(NO)産生抑制作用及び炎
症メディエーター発現に対する影響 
 
1. 目的 
アテローム性動脈硬化の進展プロセスの一つに，単球が血管内皮下の内膜へ侵入し，マク
ロファージに分化することが知られている 40)。分化したマクロファージは過剰に活性化する
ことで，炎症性サイトカインの発現や，一酸化窒素(NO)の過剰産生などを引き起こす。さら
に，酸化 LDL を取り込み，泡沫化し，プラークを形成する。そこで，マクロファージの過剰
な活性化に対する黒ウコン抽出液及び PMFs の作用を培養細胞モデルで検討した。  
 
 
2. 方法 
2-1. 試料及び試薬 
黒ウコン(Kaempferia parviflora)は渡嘉敷村にて栽培されたものを，ショウガは市販され
ている国内産のものを試料に用いた。DMF 及び Nob はエタノールに溶解させ，それぞれ
20 mM とした。TMF は DMSO に溶解させ，20 mM とした。リポポリ多糖(LPS)は E.coli 
O55:B5 由来(細胞生物学用，和光純薬工業株式会社)をミリ Q 水に溶解させ，0.4 mg/mL と
した。N-1-naphthylethylenediamine (NED)はミリ Q 水に溶解させ，0.1 %とした。Sulfanilamide 
(SUL)は 2 g を秤取後，リン酸 10 mL 及びミリ Q 水 190 mL に溶解させ，1 %とした。使用
直前に 0.1 % NED 及び 1 % SUL を等量混合し，Griess 試薬とした。 
特に記載の無いものは，和光純薬工業株式会社の試薬特級を用いた。  
 
2-2. 装置 
realtime PCR 装置は 7900HT Fast Real Time PCR System (Applied Biosystems 社)を用いた。
その他は第二章第一節 2-2 に記載した装置と同様とした。  
 
2-3. 試料溶液の調製 
各試料をミキサーで粉砕後，1 g を秤取した。50 %エタノール 20 mL を加えホモジナイ
ズし，室温で 16 時間振とう後，3000 ×g，10 分間遠心分離した。遠心分離後の上清を分
取し，ポアサイズ 0.2 μm のディスクフィルターでろ過したろ液を 50 % エタノール抽出液
(以下 KP，50 mg/mL)とした。 
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2-4. 細胞培養 
マウスマクロファージ様細胞 RAW264.7(理化学研究所バイオリソースセンターより分
与)を，以下の培地組成にて培養した。継代培地；Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM，
Sigma 社)，10 %ウシ胎児血清(FBS，Invitrogen 社)，100 U/mL penicillin 及び 100 μg/mL 
streptomycin (Sigma 社)。培養条件は，37°C，5 % CO2 とした。 
 
2-5. RAW264.7 細胞を用いた NO 産生抑制評価試験 
96 ウェルマイクロプレートに 1×106 cells/well で細胞を播種し，継代培地で希釈した各
抽出液または DMF，TMF，Nob を各 50 μL 添加した。さらに，LPS を終濃度 0.1 μg/mL と
なるように添加し，24 時間培養した。細胞を含まないウェルで同様に操作したものをサン
プルブランクとした。培養後，培養上清を 100 μL 分取した。残った 96 ウェルマイクロプ
レートに Cell Counting Kit-8 (同仁化学株式会社)を添加し，キットの方法に従って細胞毒性
を確認した。分取した培養上清に Griess 試薬を 100 μL 添加し，37°C，20 分間反応させた。
亜硝酸ナトリウム標準溶液をミリ Q 水で 100 μM とし，これを公比 2 にて 1.56 μM まで順
次希釈したものを検量線として同様に反応させた。反応後，マイクロプレートリーダーに
て波長 540 nm の吸光度を測定し，亜硝酸ナトリウムの検量線より培養上清の NO2
-濃度を
算出した。NO 産生率はコントロールの NO2
-濃度を 100 %とした相対値により算出した。 
 
2-6. 定量 RT-PCR による炎症関連因子の mRNA 発現量測定 
24 ウェルマイクロプレートに 2.5×105 cells/well で細胞を播種し，さらに継代培地で希
釈した抽出液または DMF，TMF，Nob を各 500μL 添加し，一晩培養した。LPS を終濃度
10 μg/mL となるように添加し，3 時間培養した。培養後，培養上清を除去し，以降は第三
章第三節 2-4-3 と同様に操作した。なお，SYBR Green 試薬は GeneAce SYBR qPCR Mix α(株
式会社ニッポンジーン)，内部標準に β-Actin の mRNA 発現量を測定した。測定した遺伝子
及びプライマー配列は Table 4-1 に示した。 
 
Table 4-1. Oligonucleotide sequences that were used as PCR primers  
 
Gene name Forward primer Reverse primer remarks* 
Il-1β CTGTGTCTTTCCCGTGGACC CAGCTCATATGGGTCCGACA - 
Tnf-α AGAGGAGACTTCACAGAGGATACCA TCTGGAAGCCCCCCATCT - 
Il-6 AGAGGAGACTTCACAGAGGATACCA AATCAGAATTGCCATTGCACAAC - 
Cox-2 TGAGTACCGCAAACGCTTCT CAGCCATTTCCTTCTCTCCTGT - 
Nos2 CAGGTGCACACAGGCTACT GAGCACGCTGAGTACCTCATT - 
β-Actin CATCCGTAAAGACCTCTATGCCAAC ATGGAGCCACCGATCCACA MA050368 
*タカラバイオ株式会社より入手したものについては，product ID を記載した。 
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2-7. 統計処理 
統計解析には GraphPad Prism 5.02 ソフトウェア(GraphPad Software, Inc 社)を用いた。有
意差の検定には一元配置分散分析及び Dunnett 検定を用い，5 %未満の危険率でコントロー
ルに対する有意差の有無を判定した。  
 
 
3. 結果 
アテローム性動脈硬化病変では，マクロファージにおける炎症プロセスが iNOS の発現を
増強させる結果，NO 産生の増加及び血管傷害を引き起こすことが報告されている 44)。そこ
で，本章の第一段階として，LPS 刺激により炎症モデルとした RAW264.7 細胞の NO 産生に
対する黒ウコン及びショウガの各 50 %エタノール抽出液の作用を検討した。この結果，Fig. 
4-2 に示した通り，黒ウコン抽出液は濃度依存的に NO 産生を抑制し，IC50 値は 482.6 μg/mL
であった。一方，ショウガ 50 %エタノール抽出液では顕著な NO 産生の抑制は認められなか
った。Fig. 4-3 で示した通り，DMF 及び Nob において濃度依存的な NO 産生の抑制がみられ，
IC50 値はそれぞれ 29.31 μM (DMF)，63.90 μM (Nob)であった。一方，TMF は 50 %を下回る
NO 産生率がみられなかった。 
次に，LPS 刺激した RAW264.7 細胞における炎症メディエーターなどの mRNA 発現に対す
る黒ウコン抽出液及び PMFs の作用について検討した結果を Fig. 4.4に示した。IL-1β の mRNA
発現は黒ウコン 50 %エタノール抽出液(1000 μg/mL；7 %)及び DMF (50 μM；4 %)，TMF (50 
μM；64 %)，Nob (50 μM；39 %)いずれにおいても抑制が認められた(Fig. 4-4A)。Tnf-α の mRNA
発現では，黒ウコン 50 %エタノール抽出液(1000 μg/mL；57 %)及び DMF(50 μM；36 %)及び
Nob (50 μM；73 %)において抑制が認められた(Fig. 4-4B)。Il-6 の mRNA 発現レベルに対する
抑制作用は Il-1β と類似の傾向を示した(黒ウコン 50 %エタノール抽出液 1000 μg/mL；9 %，
DMF 50 μM；2 %，TMF 50 μM；73 %，Nob 50 μM；64 %，Fig. 4-4C)。また，Cox-2 の mRNA
発現レベルに対する抑制作用は Tnf-αと類似の傾向を示した(黒ウコン 50 %エタノール抽出液
1000 μg/mL；42 %，DMF 50 μM；18 %，TMF 50 μM；102 %，Nob 50 μM；67 %，Fig. 4-4D)。
一方，iNOSをコードする遺伝子である Nos2の mRNA発現に対する抑制作用は，黒ウコン 50 %
エタノール抽出液，DMF，TMF，Nob のいずれにおいても，検討した濃度範囲で顕著な抑制
は認められなかった(Fig. 4-4E)。 
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Fig. 4-2 黒ウコン及びショウガ抽出液の RAW264.7
細胞を用いた NO 産生抑制作用 
 
RAW264.7 cells were stimulated with LPS and incubated for 24 h with various concentrations of 
KP (●) and the 50 % EtOH extract from ginger (◇).  Results of NO production are represented as 
mean ± SEM, n = 3.   
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Fig. 4-3 DMF，TMF 及び Nob の RAW264.7 細胞を
用いた NO 産生抑制作用 
 
RAW264.7 cells were stimulated with LPS and incubated for 24 h with various concentrations  of 
DMF (●), TMF (◆), and Nob (□).  Results of NO production are represented as mean ± SEM, n = 3.   
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Fig. 4-4 黒ウコン抽出液及び PMFs の RAW264.7 細
胞を用いた炎症関連因子の mRNA発現に対
する影響 
 
RAW264.7 cells were incubated with various concentrations of KP, DMF, TMF, or Nob and 
stimulated with LPS (10 μg/mL) for 3 h.  The mRNA levels of Il-1β (A), Tnf-α (B), Il-6 (C), Cox-2 
(D), and Nos2 (E) were measured by quantitative reverse transcriptase-PCR normalized to the levels 
of β-Actin (the internal standard), and expressed as a percentage of the CN values (BL; cells not 
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incubated with samples or stimulated with LPS, CN; cells not incubated with samples but stimulated 
with LPS).  Results are represented as mean + SEM, n = 3.  Values are significantly different from 
the control at *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001.  
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第二節 LC/MS/MS を用いた黒ウコン抽出液に含まれる PMFs の定量 
 
1. 目的 
第二章第一節及び第三章第三節において，黒ウコンの 50 %エタノール抽出液に，黒ウコン
ヘキサン抽出液と同等の脱顆粒抑制作用，炎症メディエーター類に対する mRNA 発現抑制作
用及びタンパク質分泌抑制作用を見出したこと，50 %エタノール抽出液が細胞試験を実施す
るにあたり水溶性が高く，細胞毒性が少ない溶媒であることから，本章では黒ウコン 50 %エ
タノール抽出液を用いて検討を行うこととした。また，第二章第三節で述べた通り，ヘキサ
ン抽出液で含有が認められた DMF，TMF が同様に含まれている可能性がある。そこで，本章
第一節と並行して，黒ウコン 50 %エタノール抽出液について，LC/MS/MS による DMF 及び
TMF の定量を試みた。 
 
 
2. 方法 
2-1. 試料及び試薬 
本章第一節 2-1 で記載した試料及び試薬(DMF，TMF，Nob)を用いた。 
特に記載の無いものは，和光純薬工業株式会社の試薬特級を用いた。  
 
2-2. 装置 
LC/MS/MS は以下の装置を用いた。HPLC 部；1100 series HPLC system (Agilent 
Technologies 社)，MS/MS 部；API 4000 LC/MS/MS system (Applied Biosystems 社)。 
 
2-3. 試料溶液の調製 
本章第一節 2-3 で調製したものを LC/MS/MS 分析に供した。 
 
2-4. LC/MS/MS による PMFs の定量 
LC/MS/MS は以下の条件とした。カラム；Mightysil RP-18GP(内径 2 mm，長さ 150 mm，
粒子径 5 μm，関東化学株式会社)，カラム温度；40°C，移動相；A(10 mM 酢酸アンモニウ
ム水溶液)及び B(メタノール)のグラジエント，グラジエント条件；80 %B (0-5 min)→99 % 
(5-10 min)，流速：0.2 mL/min，注入量；2 μL，イオン化法；ESI ポジティブ(MRM モード)，
カーテンガス；40 psi，ネブライザーガス(窒素)；40 psi，ドライングガス(窒素)；50 psi，
温度；700°C，イオンスプレー電圧；4500 V。各成分のパラメーターは以下の通りとした。
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DMF；declustering potential (DP) 131 V，collision energy (CE) 35 V，collision cell exit potential 
(CXP) 10 V。TMF；DP 126 V，CE 33 V，CXP 14 V。Nob；DP 106 V，CE 30 V，CXP 15 V。
各成分のプリカーサイオン，プロダクトイオン及び保持時間は以下の通りとした。DMF；
m/z 283.1>268.0，TMF；m/z 359.1>344.0，Nob；m/z 403.0>373.1，保持時間；3.625 min (DMF)，
4.895 min (TMF)，3.295 min (Nob)。 
 
 
3. 結果 
黒ウコンには DMF，TMF などの PMFs が豊富に含まれ(第二章第二節)，このような PMFs
が様々な機能的役割を果たすことが知られている。また，第二章第三節で述べた通り，ヘキ
サン抽出液で含有が認められた DMF，TMF が 50 %エタノール抽出液にも同様に含まれてい
る可能性がある。そこで，本章第一節と並行して，黒ウコン 50 %エタノール抽出液について，
LC/MS/MSによる DMF及び TMFの LC/MS/MSによる定量を試みた。この結果，それぞれ 3.497 
mg/g (DMF)，246.7 μg/g (TMF)であった。また，比較対照として測定した Nob は 1 μg/g 未満
であった。この結果から，黒ウコン 50 %エタノール抽出液 1000 μg/mL 中に DMF 12.39 μM，
TMF 0.69 μM 含まれる(Nob は 0.003 μM 未満)ことが示唆された。 
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第三節 ヒト臍帯静脈内皮細胞 HUVECs及びヒト単球性細胞株 THP-1
を用いた単球細胞接着抑制評価試験  
 
1. 目的 
本章第一節において，黒ウコン及び PMFs が，マクロファージの過剰な活性化を抑制する
可能性が示唆された。そこで，アテローム性動脈硬化の進展プロセスにおいて，これより前
の段階である，血液細胞の一つである単球が血管内皮細胞に接着する現象に対する黒ウコン
抽出液及び PMFs の作用を培養細胞モデルで検討した。  
 
2. 方法 
2-1. 試料及び試薬 
本章第一節 2-1 で記載した試料及び試薬(DMF，TMF，Nob)を用いた。ヒト臍帯静脈内皮
細胞 HUVECs 細胞の刺激に用いた mouse recombinant TNF-α はミリ Q 水に溶解させ，20 
μg/mL とした。BCECF-AM(同仁化学株式会社)は DMSO に溶解させ，5 mM とした。試験
に用いた緩衝溶液は以下の組成とした。細胞溶解緩衝溶液 (1 M Tris-HCl (pH7.5，ニッポン
ジーン)，1 % TritonX-100 (Sigma))。 
特に記載の無いものは，和光純薬工業株式会社の試薬特級を用いた。  
 
2-2. 装置 
蛍光顕微鏡は IX71N-22TFL/PH-D(オリンパス株式会社)を用いた。その他は第二章第一節
2-2 に記載した装置と同様とした。 
 
2-3. 細胞培養 
ヒト臍帯静脈内皮細胞 HUVECs(倉敷紡績株式会社)は以下の培地組成にて培養した。継
代培地；HuMedia-EG2(倉敷紡績株式会社，HuMedia-EB2，2 %FBS，10 ng/mL human epidermal 
growth factor (hEGF)，5 ng/mL human basic fibroblast growth factor (hFGF-B)，1.34 μg/mL 
hydrocortisone，10 μg/mL heparin，50 μg/mL gentamicin，50 ng/mL amphotericin B より構成)。
ヒト単球性細胞株 THP-1 (European Collection of Cell Culutures より分与)は以下の培地組成
にて培養した。継代培地；RPMI-1640 培地 (Sigma 社)，10 % FBS，100 U/mL penicillin 及
び 100 μg/mL streptomycin，15 mmol/L HEPES (Sigma 社)。培養条件は，いずれの細胞も 37°C，
5 % CO2 とした。 
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2-4. HUVECs 細胞及び THP-1 細胞を用いた単球細胞接着抑制評価試験 
Lee らの方法を改変して試験した 45)。24 ウェル I 型コラーゲンコートマイクロプレート
に 3×104 cells/well で細胞を播種し，4~6 日間培養した。HUVECs 細胞の継代培地で希釈し
た各抽出液または DMF，TMF，Nob を各 500 μL 添加し，1 時間培養した。継代培地のみ
を添加し，同様に操作したものをコントロールとした。培養後，TNF-α を終濃度 10 ng/mL
となるように添加し，37°C，3 時間刺激した。刺激後，THP-1 細胞と共培養する前に，HUVECs
細胞培養プレートを 1 % FBS 含有 RPMI-1640 培地で洗浄した。THP-1 細胞は 2 μM の
BCECF-AM 含有 RPMI-1640 培地に交換し，37°C，20 分間蛍光ラベル化した後，HUVECs
細胞培養プレートに 5×104 cells/well で播種し，37°C，30 分間共培養した。培養後，プレ
ートを 1 % FBS 含有 RPMI-1640 培地で 3 回洗浄した後，接着した THP-1 細胞を蛍光顕微
鏡にて観察した。各ウェルに細胞溶解緩衝溶液を添加し，細胞を溶解した後，マイクロプ
レートリーダーにて励起波長 485 nm，蛍光波長 528 nm で蛍光強度を測定した。THP-1 細
胞接着率はコントロールの蛍光強度を 100 %とした相対値として算出した。 
 
2-5. 統計処理 
統計解析には GraphPad Prism 5.02 ソフトウェア(GraphPad Software, Inc 社)を用いた。有
意差の検定には一元配置分散分析及び Dunnett 検定を用い，5 %未満の危険率でコントロー
ルに対する有意差の有無を判定した。  
 
 
3. 結果 
黒ウコン及びショウガ 50 %エタノール抽出液における単球細胞接着抑制試験の結果を Fig. 
4-5 及び 4-6 に示した。この結果，黒ウコン抽出液において，THP-1 細胞の HUVECs 細胞に対
する接着を濃度依存的に抑制している(1000 μg/mL における細胞接着率；42.3±2.5 %)ことが
明らかとなった。一方，ショウガ抽出液においては顕著な細胞接着の抑制は認められなかっ
た。DMF，TMF 及び Nob における細胞接着抑制作用は，DMF 及び Nob で濃度依存的な接着
抑制がみられた(DMF 40 μM；68.5±1.8 %，Nob 40 μM；87.7±3.7 %，Nob 60 μM；67.1±
2.4 %)(Fig. 4-7,4-8)。一方，TMF においては，実施した濃度範囲において有意な細胞接着の抑
制は認められなかった(60 μM；89.9±1.5 %)。 
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Fig. 4-5 黒ウコン及びショウガ抽出液の単球細胞 
接着抑制作用(顕微鏡像) 
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Fig. 4-6 黒ウコン及びショウガ抽出液の単球細胞 
接着抑制作用  
 
HUVECs were incubated with various concentrations of KP, or the 50 % EtOH extract from ginger 
(Ginger) for 1 h, and then stimulated with TNF-α (10 ng/mL) for 3 h (Blank (BL); HUVECs were not 
incubated with samples or stimulated with TNF-α, Control (CN); HUVECs were not incubated with 
samples but stimulated with TNF-α).  After stimulation, the HUVECs were incubated with 
BCECF-AM-labeled THP-1 cells for 30 min. Micrographs were taken using a fluorescence 
microscope (Fig. 4-5).  The adherent cells were measured using a microplate reader at excitation 
and emission wave lengths of 485 and 528 nm, respectively.  Results are represented as mean +  
SEM, n = 3 (Fig. 4-6).  Values are significantly different from the control at **p < 0.01 and ***p < 
0.001.   
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Fig. 4-7 DMF，TMF 及び Nob の単球細胞接着 
抑制作用(顕微鏡像) 
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Fig. 4-8 DMF，TMF 及び Nob の単球細胞接着 
抑制作用 
 
HUVECs were incubated with various concentrations of DMF, TMF, or Nob for 1 h, and then 
stimulated with TNF-α (10 ng/mL) for 3 h (Blank (BL); HUVECs were not incubated with samples or 
stimulated with TNF-α, Control (CN); HUVECs were not incubated with samples but stimulated with 
TNF-α).  After stimulation, the HUVECs were incubated with BCECF-AM-labeled THP-1 cells for 
30 min. Micrographs were taken using a fluorescence microscope (Fig. 4-7).  The adherent cells 
were measured using a microplate reader at excitation and emission wave lengths of 485 and 528 nm, 
respectively.  Results are represented as mean + SEM, n = 3 (Fig. 4-8).  Values are significantly 
different from the control at *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001. 
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第四節 HUVECsの TNF-α刺激による接着分子及び炎症メディエータ
ー発現に対する影響  
 
1. 目的 
本章第三節において，黒ウコン抽出液，DMF 及び Nob で単球細胞の接着抑制作用が認めら
れた。単球細胞接着試験は，TNF-α で HUVECs 細胞を刺激し，血管内皮の炎症モデルとして
いるが，その際に，単球の接着に関与する接着分子や炎症メディエーターの発現が誘導され
る。そこで，血管内皮細胞における黒ウコン抽出液及び PMFs の抗動脈硬化作用メカニズム
について洞察を得るため，接着因子や炎症メディエーターの mRNA 発現に対する黒ウコン抽
出液及び PMFs の抑制作用を検討した。 
 
 
2. 方法 
2-1. 試料及び試薬 
本章第三節 2-1 で記載した試料及び試薬を用いた。  
特に記載の無いものは，和光純薬工業株式会社の試薬特級を用いた。  
 
2-2. 装置 
第二章第一節 2-2 と同様とした。realtime PCR 装置は 7900HT Fast Real Time PCR System 
(Applied Biosystems 社)を用いた。 
 
2-3. 細胞培養 
本章第三節 2-3 と同様とした。 
 
2-4. 定量 RT-PCR による接着及び炎症関連因子の mRNA 発現量測定 
TNF-α 刺激までは本章第三章 2-4 と同様とした。なお，TNF-α 刺激時間は 4 時間とした。
刺激後，培養上清を除去し，以降は第三章第三節 2-4-3 と同様に操作した。なお，SYBR Green
試薬は GeneAce SYBR qPCR Mix α(株式会社ニッポンジーン)，内部標準に GAPDH の mRNA
発現量を測定した。測定した遺伝子及びプライマー配列は Table 4-2 に示した。 
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2-5. 統計処理 
統計解析には GraphPad Prism 5.02 ソフトウェア(GraphPad Software, Inc 社)を用いた。有
意差の検定には一元配置分散分析及び Dunnett 検定を用い，5 %未満の危険率でコントロー
ルに対する有意差の有無を判定した。  
 
 
3. 結果 
細胞接着分子として知られる VCAM-1 の mRNA 発現に対し，黒ウコン抽出液(1000 μg/mL；
7 %)，DMF (40 μM；19 %)，TMF (40 μM；45 %)及び Nob (40 μM；52 %)のいずれにおいても
濃度依存的な抑制を示した(Fig 4-9A)。一方，同様に細胞接着分子のひとつである ICAM-1 の
mRNA 発現は，黒ウコン抽出液 1000 μg/mL で 319 %，DMF 40 μM で 178 %，TMF 40 μM で
158 %，Nob40 μM で 170 %であり，いずれも濃度依存的な増加が認められた(Fig. 4-9B)。ICAM-2
の mRNA 発現では，試験実施した濃度範囲における黒ウコン抽出液，DMF，TMF 及び Nob
のいずれに対しても発現量の変化が認められなかった(Fig. 4-9C)。細胞接着分子 eSelectin と
して知られる SELE の mRNA 発現は DMF で抑制(40 μM；35 %)されたが，黒ウコン抽出液で
は増加傾向(1000 μg/mL；153 %)であった(Fig. 4-9D)。IL-6 における mRNA 発現は，黒ウコン
抽出液(1000 μg/mL；39 %)，DMF(40 μM；21 %)及び Nob (40 μM；38 %)で抑制が認められた
(Fig. 4-9E)。また，Fig. 5F に示した通り，MCP-1 の mRNA 発現は黒ウコン抽出液(1000 μg/mL；
35 %)及び DMF (40 μM；19 %)で濃度依存的な抑制が認められた。一方，血液凝固に関与する
因子である PAI-1 の mRNA 発現では，黒ウコン抽出液で濃度依存的な増加傾向  (1000 μg/mL；
Table 4-2. Oligonucleotide sequences that were used as PCR primers  
 
Gene name Forward primer Reverse primer remarks* 
VCAM-1 CGAAAGGCCCAGTTGAAGGA GAGCACGAGAAGCTCAGGAGAAA HA068869 
ICAM-1 TCACGGAGCTCCCAGTCCTAA AAAGGCAGGTTGGCCAATGA HA105015 
ICAM-2 CCTGGCTGTGCTGGACTTGA ACCGACACCACCGTGACTATGA HA123495 
SELE ATGCCTGTGTGAGCAAGCATTTA AGGCTAGAGCAGCTTTGGCAATTA HA121894 
IL-6 GTGGCTGCAGGACATGACAA CAATCTGAGGTGCCCATGCTAC 46) 
MCP-1 AGCAGCAAGTGTCCCAAAGA GGTGGTCCATGGAATCCTGA HA197598 
PAI-1 GCCTAATCAGCCCACCATGTTC ACGTCACCGTCCAGTGCAA HA164756 
COX-2 CTGGAACATGGAATTACCCAGTTTG TGGAACATTCCTACCACCAGCA HA091144 
COX-1 CGGCCACATTTATGGAGACAATC TTCTACCGAGGGCGGGTACA HA093972 
NOS3 CGATGCTCCCAACTTGACCA CCTCAGGATGTCCTGCACGTAG HA032512 
ACE TTGATGGAAGCATCACCAAGGA CCTCGTGGAACTGGAACTGGA HA094276 
GAPDH GCACCGTCAAGGCTGAGAAC TGGTGAAGACGCCAGTGGA HA067812 
*タカラバイオ株式会社より入手したものについては，product ID，IL-6 は参考文献を記載した。 
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152 %)であったが，試験実施した濃度範囲における，DMF，TMF 及び Nob のいずれに対して
も顕著な発現量の変化が認められなかった(Fig. 4-9G)。COX-2 の mRNA 発現は DMF (40 μM；
8 %)及び Nob (40 μM；22 %)で顕著に抑制され，その一方で，TMF において濃度依存的かつ
顕著な発現量の増加(40 μM；366 %)が認められた(Fig. 4-9H)。興味深いことに，黒ウコン抽出
液では 100~500 μg/mL の範囲において顕著な COX-2 の mRNA 発現抑制(250 μg/mL；13 %)が
みられた一方で，1000 μg/mL においては発現抑制が認められなかった(Fig. 4-9H)。COX-1 の
mRNA 発現では，黒ウコン抽出液 1000 μg/mL で発現量の増加(193 %)が見られたが，これ以
外の濃度及び，試験実施した濃度範囲における DMF，TMF 及び Nob のいずれに対しても顕
著な発現量の変化が認められなかった(Fig. 4-9I)。eNOS としても知られる NOS3 の mRNA 発
現においては，黒ウコン抽出液(1000 μg/mL；169 %)，DMF(40 μM；149 %)及び Nob (40 μM；
130 %)で濃度依存的な発現増加傾向であったが，Nob においてはいずれの濃度においても発
現量の変化に影響を与えなかった(Fig. 4-9J)。アンジオテンシン II 変換酵素をコードする遺伝
子である ACE の mRNA 発現においては，TMF において顕著な抑制(40 μM；45 %)が見られた
が，これ以外の DMF，Nob 及び黒ウコン抽出液では有意な発現量の変化は認められなかった
(Fig. 4-9K)。 
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Fig. 4-9A-F 黒ウコン抽出液及び PMFs の HUVECs
細胞を用いた細胞接着・炎症関連因子
の mRNA 発現に対する影響 
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Fig. 4-9G-K 黒ウコン抽出液及び PMFs の HUVECs
細胞を用いた細胞接着・炎症関連因子
の mRNA 発現に対する影響 
 
HUVECs were incubated with various concentrations of KP, DMF, TMF, or Nob and stimulated 
with TNF-α (10 ng/mL) for 4 h.  The mRNA levels of VCAM-1 (A), ICAM-1 (B), ICAM-2 (C), SELE 
(D), IL-6 (E), MCP-1 (F), PAI-1 (G), COX-2 (H), COX-1 (I), NOS3 (J), and ACE (K) were measured 
by quantitative reverse transcriptase-PCR normalized to the levels of GAPDH (the internal standard), 
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and expressed as a percentage of the CN values (BL; cells not incubated with samples or stimulated 
with TNF-α, CN; cells not incubated with samples but stimulated with TNF-α).  Results are 
represented as mean + SEM, n = 3.  Values are significantly different from the control at *p < 0.05, 
**p < 0.01 and ***p < 0.001.   
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第五節 in vitro 試験系によるアンジオテンシン II 変換酵素活性阻害 
作用 
 
1. 目的 
レニン-アンジオテンシン系において，血管収縮に関与する酵素としてよく知られているア
ンジオテンシン II 変換酵素(ACE)のエンドペプチダーゼ作用により生じるアンジオテンシン
II (AngII)は，アンジオテンシン II 1 型受容体(AT1)を介して VCAM-1 などの接着分子の発現
を増加させる 47, 48)ことや，酸化ストレスを誘導し，アテローム性動脈硬化の発生及び進展に
関与する 49, 50)ことが知られている。そこで，in vitro 試験系を用い，黒ウコン抽出液及び PMFs
の ACE 活性阻害作用について検討した。  
 
 
2. 方法 
2-1. 試料及び試薬 
本章第一節 2-1 で記載した試料及び試薬(DMF，TMF，Nob)を用いた。試験に用いた緩衝
溶液は以下の組成とした。HEPES buffered saline (137 mM NaCl，4 mM KCl，1.5 mM CaCl2，
0.5 mM MgCl2，11 mM glucose，10 mM HEPES，pH 7.4，以下 HBS buffer) ACE はウサギ肺
由来 ACE(Sigma 社)をミリ Q 水で 2 U/mL とした。基質は Bz-Gly-His-Leu(HHL，株式会社
ペプチド研究所)を HBS buffer で 5 mM とした。オルトフタルアルデヒドはメタノールで
1 %とした。 
特に記載の無いものは，和光純薬工業株式会社の試薬特級を用いた。  
 
2-2. 装置 
第二章第 1 節 2-2 に記載した装置と同様とした。 
 
2-3. in vitro 試験系による ACE 活性阻害評価試験 
Nakano らの方法を改変して試験した 51)。96 ウェルマイクロプレートに HBS buffer で希
釈した各抽出液または DMF，TMF，Nob を各 50 μL 添加した後，ACE(終濃度 2.5 mU/mL，
HBS buffer で希釈)を 25 μL 添加し，37°C，5 分間インキュベートした。抽出液の代わりに
HBS buffer を添加し，同様に操作したものをコントロールとし，ACE を添加しないものを
ブランクとした。HHL を 25 μL 添加し，37°C，30 分間反応させた後，0.1 M の NaOH を 25 
μL 添加し，さらに OPA を 25 μL 添加した後，暗所室温下で 20 分間蛍光誘導体化した。蛍
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光誘導体化後，0.1 M の HCl を 25 μL 添加し，室温下で 10 分間インキュベートした。ACE
により切断され，生じた His-Leu を，マイクロプレートリーダーにて励起波長 355 nm，蛍
光波長 460 nm で蛍光強度を測定した。ACE 活性はコントロールの蛍光強度を 100 %とし
た相対値として次式より算出した。 
ACE 活性(%)=100×(FLS-FLB) / (FLC-FLB)平均値 
FLS；試験区の蛍光強度  
FLB；サンプルブランク(Sample(+)，ACE(-))，またはコントロールブランク(Sample(-)，
ACE(-))の蛍光強度 
FLC；コントロール(Sample(-)，ACE(+))の蛍光強度 
 
2-4. 統計処理 
統計解析には GraphPad Prism 5.02 ソフトウェア(GraphPad Software, Inc 社)を用いた。有
意差の検定には一元配置分散分析及び Dunnett 検定を用い，5 %未満の危険率でコントロー
ルに対する有意差の有無を判定した。  
 
 
3. 結果 
黒ウコン及びショウガ 50 %エタノール抽出液の ACE 活性に与える影響を検討した結果を
Fig. 4-10 に示した。この結果，黒ウコン抽出液において ACE 活性を 47.2±1.2 %まで抑制し
(1000 μg/mL，p<0.001)，濃度依存的な ACE 活性阻害作用が認められた。これに対し，ショウ
ガ抽出液では，顕著な ACE 活性阻害作用が認められなかった。また，DMF 及び TMF におい
て，試験実施した濃度範囲で有意な ACE 活性の阻害は見られなかった(Fig. 4-11)。一方で，
Nob においては ACE 活性を 65.5±0.6 %(100 μM，p<0.001)まで濃度依存的に抑制した(Fig. 
4-11)。 
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Fig. 4-10 黒ウコン及びショウガ抽出液の ACE 活性
阻害作用 
 
Various concentrations of KP or 50 % EtOH extract from ginger (Ginger) were incubated with 
ACE for 5 min, and then incubated with the HHL substrate for 30 min.  ACE activities were 
expressed as a percentage of the CN values (CN; the HEPES buffer was incubated with ACE and 
HHL).  Results are represented as mean + SEM, n = 3.  Values are significantly different from the 
control at **p < 0.01 and ***p < 0.001.   
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Fig. 4-11 DMF，TMF 及び Nob の ACE 活性阻害作用 
 
Various concentrations of DMF, TMF, or Nob were incubated with ACE for 5 min, and then 
incubated with the HHL substrate for 30 min.  ACE activities were expressed as a percentage of the 
CN values (CN; the HEPES buffer was incubated with ACE and HHL).  Results are represented as 
mean + SEM, n = 3.  Values are significantly different from the control at ***p < 0.001.   
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第六節 ピオシアニン刺激による HUVECs 細胞内での活性酸素産生
に対する影響 
 
1. 目的 
ここまでの結果から，アテローム性動脈硬化の発生及び進展において，炎症や酸化ストレ
スを要因の一つとした脂質の過酸化やこれらを介した細胞の活性化に対して，黒ウコン抽出
液及び PMFs が抑制作用を示すことが明らかとなった。次に，血管内皮細胞における NAD(P)H
オキシダーゼを介したスーパーオキシド産生と，それに続く活性酸素種(ROS)の産生は動脈硬
化と関わりが深い 52)ことから，細胞内で産生した ROS に対する抑制作用を，これまで知見の
無い，HUVECs 細胞をピオシアニンで刺激し，細胞内で ROS を過剰産生させる細胞モデル系
(Fig. 4-12)で検討した。 
 
 
2. 方法 
2-1. 試料及び試薬 
本章第一節 2-1 で記載した試料及び試薬(DMF，TMF，Nob)を用いた。試験に用いた緩衝
溶液は以下の組成とした。HBSS+Gln buffer (Hank’s balanced salt solution (Life Technologies
社)，1×GlutaMAX-I (Life Technologies 社))。ピオシアニン(Cayman Chemical Company)は
DMSO に溶解し，25 mM とした。CM-H2DCFDA(Life Technologies 社)は DMSO に溶解し，
2 mM とした。 
特に記載の無いものは，和光純薬工業株式会社の試薬特級を用いた。  
 
2-2. 装置 
第二章第一節 2-2 に記載した装置と同様とした。 
 
2-3. 細胞培養 
本章第三節 2-3 に記載した培養方法(HUVECs 細胞)と同様とした。 
 
2-4. HUVECs 細胞を用いた細胞内 ROS 産生抑制評価試験 
Asikin らの方法を改変して試験した 53)。96 ウェルマイクロプレートに 1×104 cells/well
で細胞を播種し，2日間培養した。培養後，継代培地で希釈した各抽出液または DMF，TMF，
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Nob を各 100 μL 添加し，20 時間培養した。継代培地のみを添加し，同様に操作したもの
をコントロールとした。培養後，プレートを HBSS+Gln buffer で洗浄後，CM-H2DCFDA(終
濃度 5 μM，HBSS+Gln buffer で希釈)を 50 μL 添加し，37°C，10 分間インキュベートした。
ピオシアニン(終濃度 100 μM，HBSS+Gln buffer で希釈)を 50 μL 添加し，37°C，1 時間刺激
した。刺激後，マイクロプレートリーダーにて，産生した ROS と CM-H2DCFDA の反応に
より生じた CM-DCF の蛍光強度を，励起波長 355 nm，蛍光波長 460 nm で測定した。細胞
内 ROS 産生率はコントロールの蛍光強度を 100 %とした相対値により算出した。測定後，
上清を除去し，Cell Counting Kit-8(同仁化学株式会社)の方法に従って細胞毒性を確認した。 
 
2-5. 統計処理 
統計解析には GraphPad Prism 5.02 ソフトウェア(GraphPad Software, Inc 社)を用いた。有
意差の検定には一元配置分散分析及び Dunnett 検定を用い，5 %未満の危険率でコントロー
ルに対する有意差の有無を判定した。  
 
 
3. 結果 
黒ウコン及びショウガ 50 %エタノール抽出液の細胞内 ROS 産生抑制試験結果を Fig. 4-13
に示した。この結果，黒ウコン抽出液において細胞内 ROS 産生を 67.6±1.2 %まで抑制し(1000 
μg/mL，p<0.001)，濃度依存的な細胞内 ROS 産生抑制作用が認められた。また，ショウガ抽
出液においても細胞内 ROS 産生に対して抑制傾向(1000 μg/mL，85.3±1.2 %)であった(Fig. 
4-13)。Fig. 4-14 に示した濃度範囲において，DMF (84.9±1.6%～98.8±1.6 %)及び TMF (79.7
±1.6%～99.7±1.2 %)で細胞内 ROS 産生抑制作用が認められた。一方，Nob では試験実施し
た濃度範囲において，有意な細胞内 ROS 産生の抑制は認められなかった(Fig. 4-14)。 
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Fig. 4-12 ピオシアニン刺激による細胞内での活性酸
素産生メカニズム及び測定原理 
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Fig. 4-13 黒ウコン及びショウガ抽出液の細胞内 ROS
産生抑制作用  
 
HUVECs were incubated with various concentrations of KP or the 50 % EtOH extract from ginger 
(Ginger) for 20 h, and then incubated with CM-H2DCFDA for 10 min.  After incubation, cells were 
stimulated with pyocyanin (100 μM) for 1h (Blank (BL); cells were not incubated with samples or 
stimulated with pyocyanin, Control (CN); cells were not incubated with samples but stimulated with 
pyocyanin).  Cellular ROS productions were expressed as a percentage of the CN values.  Results 
are represented as mean + SEM, n = 3.  Values are significantly different from the control at *p < 
0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001.  
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Fig. 4-14 DMF，TMF 及び Nob の細胞内 ROS 産生抑
制作用 
 
HUVECs were incubated with various concentrations of DMF, TMF, and Nob for 20 h, and then 
incubated with CM-H2DCFDA for 10 min.  After incubation, cells were stimulated with pyocyanin 
(100 μM) for 1 h (Blank (BL); cells were not incubated with samples or  stimulated with pyocyanin, 
Control (CN); cells were not incubated with samples but stimulated with pyocyanin).  Cellular ROS 
productions were expressed as a percentage of the CN values.  Results are represented as mean +  
SEM, n = 3.  Values are significantly different from the control at *p < 0.05 and ***p < 0.001. 
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第七節 考察 
 
本章では，心血管疾患において，アテローム性動脈硬化の発症プロセスにおける，血管系
での主要なイベントに対する黒ウコン抽出物の作用，さらに，その一部に含有成分である
PMFs が寄与している可能性について，培養細胞を用いる手法で検討した。  
アテローム性動脈硬化の発症プロセスとして，(1)血管内皮細胞の活性化による，細胞表面
への接着分子の発現(2)血液中の単球のローリング(3)接着分子を介した単球と血管内皮細胞
の接着(4)単球の内皮下への侵入およびマクロファージへの分化 (5)内膜における LDL の酸化
(6)酸化 LDL の取り込みおよび泡沫細胞化,が知られている。この一連のプロセスは炎症反応
に基づいており，血管内皮細胞やマクロファージにおいて炎症反応に関わる様々な因子の産
生が誘導される。 
マクロファージ様細胞である RAW264.7 を LPS で刺激することで，nuclear factor-kappa B 
(NF-κB)シグナルの活性化と，それに続く，TNF-α，IL-6 をはじめとした炎症性サイトカイン
の発現が誘導されることが知られている 44, 46)。また，アラキドン酸カスケードにおいて PGE2
の産生を誘導し，炎症反応を引き起こす COX-2 の活性化や，iNOS の発現が誘導され，NO が
過剰産生されることが知られている 44, 54, 55)。これまで，黒ウコン抽出物が LPS 刺激した
RAW264.7 細胞の NO 産生を抑制すること 8)，黒ウコンに含まれる PMFs が NO 産生及び iNOS
のタンパク質レベルでの発現 56)，PGE2 の産生及び iNOS，COX-2 の mRNA 発現を抑制するこ
と 57)が報告されている。今回，黒ウコン及び含有成分である DMF，TMF，比較対照の Nob
で NO 産生抑制作用が見られた(Fig. 4-2，4-3)。既報において，これらの成分が iNOS による
NO 産生及び COX-2 による PGE2 の産生を抑制することで，抗炎症作用を発揮することが示
唆されている 8，56，57)。本章第一節の結果から，Cox-2 の mRNA 発現が黒ウコン抽出液及び
DMF で抑制されたが，Nos2 の mRNA 発現は黒ウコン抽出液，DMF，TMF 及び Nob のいずれ
においても抑制されなかった(Fig. 4-4)。この結果から，黒ウコン抽出液，DMF，TMF 及び
Nob が Nos2 の mRNA 発現よりも iNOS の酵素活性を抑制する，あるいは iNOS が関与しない
NO 合成経路を抑制する可能性が示唆された。さらに，黒ウコン抽出液，DMF，TMF 及び Nob
が，Tnf-α，Il-1β 及び Il-6 の mRNA 発現を同程度の傾向で抑制した(Fig. 4-4)。以上の結果から，
NF-κB 活性化に関わるシグナリングのいずれかを抑制することで， TNF-α，IL-6 などの炎症
性サイトカインの産生を抑制し，血管内皮細胞への炎症性サイトカインによる刺激と，これ
によって誘導される細胞表面への接着分子の発現を抑制する可能性が示唆された。  
接着分子を介した単球と血管内皮細胞の接着は，動脈硬化の発症，進展を促進する重要な
ステップの一つである。今回，in vitro 細胞モデルとして行った，TNF-α 刺激による HUVECs
細胞への接着分子発現誘導を介した THP-1 細胞との接着試験において，黒ウコン及び DMF，
TMF で接着抑制が認められたことから，接着分子を介した単球の血管内皮細胞への接着を黒
ウコンが抑制することが示された(Fig. 4-5~4-8)。さらに，主要な接着分子である VCAM-1 の
mRNA 発現を強く抑制したことから，細胞接着の足場と接着の機会を減少させ，物理的な接
着を阻害することで，動脈硬化の進展を抑制する可能性が示唆された (Fig. 4-9A)。一方，TNF-α
刺激により，ICAM-1，SELE といった接着分子の発現が亢進されたが，SELE においては DMF
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のみで抑制がみられ，ICAM-1 では逆に発現促進傾向であった。このことから，黒ウコンは
ICAM-1,SELE を介した接着に対しては抑制作用を示さない可能性，または，黒ウコンがこれ
らの接着分子に対して，遺伝子レベルでの発現調節ではなく，接着分子と単球における物理
的な接着に対して阻害作用を示す可能性が考えられた。 
血管細胞において，MCP-1 は単球の接着に関わることが広く知られており，また，ox-LDL
や IL-1β，TNF-α によって発現及び分泌が誘導される報告があり，このことは MCP-1 が動脈
硬化病変の形成に重要な役割を担っていることを示唆している 58)。黒ウコン及び DMF が
MCP-1 の mRNA 発現を抑制し，炎症性サイトカインである IL-6 の mRNA 発現についても同
様に抑制したことから，黒ウコン抽出物が血管内皮細胞の炎症に伴う MCP-1 及び IL-6 の発
現を転写レベルで抑制することで HUVECs に対する抗炎症作用を示し，初期の動脈硬化プロ
セスに対して効果を発揮すると考えられた(Fig. 4-9E，F)。さらに，この作用には，黒ウコン
中の DMF が主に関与している可能性が示唆された。  
炎症に関与する PGE2の産生に関与する COX-2 の mRNA 発現においては，黒ウコン抽出物
1000 μg/mL において 100～500 μg/mL と比較して発現増加していたが，含有成分である DMF
で濃度依存的な強い抑制がみられた一方で，TMF で濃度依存的な強い発現増加がみられたこ
とから，DMF と TMF の相反する作用が影響しているものと考えられた(Fig. 4-9H)。 
血管内皮細胞において，黒ウコンのエタノール抽出物が eNOS の産生を誘導する報告があ
る 59)。また，低濃度の TNF-α 刺激により，NOS3 の mRNA 発現がダウンレギュレートされる
ことが報告されており 60)，今回，TNF-α でダウンレギュレートされた NOS3 mRNA 発現を黒
ウコン抽出物及び DMF で mRNA 発現をアップレギュレートする傾向がみられたことから，
サイトカイン刺激による炎症の状態であっても，eNOS による NO 産生が誘導され，血管拡張
に寄与する可能性が示唆された。 
血管収縮に関与する酵素として最もよく知られているものの一つに ACE がある。ACE の
エンドペプチダーゼ作用により生じるアンジオテンシン II (AngII)は，AT1 を介して VCAM-1，
ICAM-1 などの接着分子の発現をアップレギュレートすること 61，62)，NADH/NAD(P)H oxidase 
を活性化することで酸化ストレスを誘導し，アテローム性動脈硬化の発症および進展に関与
すること 49，50)が報告されている。そこで，黒ウコン抽出液，DMF 及び TMF の HUVEC にお
ける ACE の mRNA 発現に対する作用及び，in vitro での ACE 活性阻害作用について検討した
結果，mRNA 発現においては黒ウコン抽出液での抑制は見られず，ACE 活性では黒ウコンの
み濃度依存的な阻害作用が見られた(Fig. 4-9K，4-10，4-11)。この結果から，黒ウコン抽出液
に含まれる DMF，TMF 以外の成分が ACE 活性を阻害し，AngII の産生を抑制することで，
AT1 を介した酸化ストレスや細胞接着を抑制する可能性が示唆された。  
また，NAD(P)H oxidase を介したスーパーオキシド産生と，それに続く ROS 産生が動脈硬
化と密接に関わっていることが知られているため 52)，血管内皮細胞内で産生される ROS に対
する抑制作用を，HUVECs 細胞をピオシアニンで刺激する細胞モデル系で調べた。細胞内で
過剰に産生した ROS は，NO と反応して ONOO-を産生し，細胞を傷害する 63，64)ほか，LDL
の酸化により産生した ox-LDL のレセプターである oxidized low density lipoprotein receptor-1 
(LOX-1)を介した NF-κB の活性化 65)，ox-LDL のスカベンジャーレセプターを介したマクロフ
ァージの貪食による泡沫細胞の形成が知られている 49，66)。さらに，AngII が LOX-1 発現をア
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ップレギュレートすること 67)や，ICAM-1，VCAM-1，SELE，MCP-1 及び PAI-1 の発現が AngII
を介した NF-κB の転写活性化の促進により誘導されるといった報告がある 68，69)。 
今回の結果から，黒ウコン抽出物で濃度依存的な ROS 産生の抑制がみられ，また，DMF，
TMF で弱い抑制がみられたことから(Fig. 4-13，4-14)，黒ウコンは細胞内での ROS の過剰産
生を抑制することで，ROS による炎症や動脈硬化の進展を抑制し，その一部に DMF，TMF
が寄与している可能性が示唆された。  
以上より，黒ウコン抽出液は，(A)マクロファージの活性化による NO の過剰産生を抑制す
る(B)単球と血管内皮細胞の接着を抑制する(C)接着因子や炎症メディエーターの mRNA 発現
を抑制する(D)eNOS 発現を転写レベルで誘導する(E)ACE 活性を阻害することで AngIIの産生
を抑制し，AT1 の活性化を抑制する(F)細胞内での ROS の産生を抑制することを明らかにし
た(Fig. 4-15，4-16)。また，これらの作用の一部に，黒ウコンに特徴的に含まれる DMF，TMF
が寄与している可能性があることを見出した。このような，総合的な抗炎症，抗酸化作用に
より，黒ウコンが動脈硬化の発症及び進展を抑制し，血管内皮障害に対して効果を発揮する
可能性が示唆された。 
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Fig. 4-15 本章にて明らかとした in vitro 試験系にお
ける黒ウコン抽出液及び PMFs の作用 
 
KP or polymethoxyflavonoids inhibits various cardiovascular events involved in the development 
and the progression process of atherosclerosis.  KP and DMF inhibit excessive NO productions and 
mRNA expressions involved in the inflammation by activated macrophages (A), and the monocyte 
adhesion to endothelial cells (B).  KP and DMF downregulate mRNA expressions of VCAM-1, IL-6, 
MCP-1, COX-2, and DMF downregulates SELE mRNA expression (C).  KP and DMF induce the  
NOS2 mRNA expression (D).  KP inhibits the production of AngII by inhibiting the ACE activity 
(E).  KP, DMF and TMF inhibit the cellular ROS production (F).   
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Fig. 4-16 アテローム性動脈硬化の発生・進展プロセ
スに対する黒ウコン抽出液及び PMFs の作
用仮説 
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第五章 黒ウコン及び PMFs のテストステロン産生促進
作用 
 
 
ここまでの結果から，I 型アレルギーやアテローム性動脈硬化を改善する可能性といった，
黒ウコンと含有成分である PMFs の持つ多様な機能性が示唆された。そこで本章では，さら
に別のアプローチから黒ウコンの新たな機能性について調べるため，これまで詳細が明らか
となっていない，黒ウコンのタイにおける伝統的な使用用途のひとつである精力増強作用に
着目し，精巣由来細胞のテストステロン産生(Fig. 5-1)から，作用機序に至るまでの検討を行
った。 
 
 
Fig. 5-1 精巣におけるテストステロンの産生  
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第一節 黒ウコンのカラムクロマトグラフィーによる分画及び
GC/MS による含有成分の推定 
 
1. 目的 
前章での結果から，黒ウコン 50 %エタノール抽出液に DMF，TMF が豊富に含まれている
ことが明らかとなったが，これら以外に含まれる成分の推定は行っていなかった。そこで，
本章における精力増強作用の検討の前段階として，室温での長期保存が可能となる黒ウコン
乾燥チップを用い，さらに有効成分の絞り込みを図るため，50 %エタノール抽出及びカラム
クロマトグラフィーによる分画を行い，各画分に含まれる成分の推定を試みた。  
 
 
2. 方法 
2-1. 試料及び試薬 
黒ウコン(Kaempferia parviflora)は渡嘉敷村にて栽培され，乾燥チップとしたものを株式
会社ゆめ島とかしき振興会より購入し，試料に用いた。無水硫酸ナトリウムは関東化学株
式会社の残留農薬分析用，シリカゲルは和光純薬工業株式会社のカラムクロマトグラフ用，
ヘキサン，酢酸エチル，アセトン及びメタノールは関東化学株式会社の残留農薬分析用を
用いた。 
特に記載の無いものは，和光純薬工業株式会社の試薬特級を用いた。  
 
2-2. 装置 
GC/MS は第二章第二節 2-2 に記載した装置，LC/MS/MS は第四章第二節 2-2 に記載した
装置を用いた。 
 
2-3. 黒ウコンの抽出及びカラムクロマトグラフィー 
黒ウコン乾燥チップを粉砕後，10 g を秤取した。50 %エタノール 300 mL を加え，室温
で 16 時間振とう後，吸引ろ過し，ろ液を減圧濃縮した。得られた濃縮液に NaCl を 10 g，
水 100 mL 及びヘキサン 100 mL を加え，室温，2 分間振とうした。得られたヘキサン層は，
無水硫酸ナトリウム 5 g を加えた漏斗を通過させ，脱水した。残りの水層にヘキサン 100 mL
を加え同様の操作を行い，さらにヘキサン 50 mL で同様の操作を行った。得られたヘキサ
ン層を全てまとめ，減圧濃縮及び窒素雰囲気下で乾固し，抽出物 190 mg を得た。酢酸エ
チル 5 mL を加え，シリカゲルカラムクロマトグラフィーに供した。シリカゲルカラムは
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内径 30 mm のオープンカラムにシリカゲル 100 g をヘキサンにて充填したものを用いた。
分離モードは順相とし，いずれの画分も以下の溶出条件で各 1000 mL で溶出した。Fr.1；
ヘキサン:酢酸エチル=90:10 の混液，Fr.2；ヘキサン:酢酸エチル=70:30 の混液，Fr.3；ヘキ
サン:酢酸エチル=50:50 の混液，Fr.4；ヘキサン:酢酸エチル=25:75 の混液，Fr.5；酢酸エチ
ル，Fr.6；アセトン，Fr.7；メタノール。得られた各画分を減圧濃縮後，窒素雰囲気下で溶
媒除去及び乾固した。得られた抽出物を秤取後 DMSO に溶解し，カラム画分(20 mg/mL)
とした。 
 
2-4. 試料溶液の調製 
2-3 で調製したカラム画分より一部を分取し，窒素雰囲気下で溶媒除去及び乾固した後，
ヘキサンに溶解し，GC/MS 分析に供した。同様に一部を分取し，メタノールにて適宜希釈
したものを LC/MS/MS 分析に供した。 
 
2-5. GC/MS による黒ウコンカラム画分含有成分の推定及び LC/MS/MS
による定量 
GC/MS による推定は第二章第二節 2-4 に記載した条件と同様とした。LC/MS/MS による
定量は第四章第二節 2-4 に記載した条件と同様とした。 
 
3. 結果 
黒ウコン抽出物をシリカゲルカラムクロマトグラフィーにて分画し，得られた 7 画分の重
量及び回収率を Table 5-1 に示した。7 画分の総量は 104.7 mg であり，カラムに供した 190 mg
に対し，55.1 %の回収率であった。したがって，黒ウコン抽出物のうち 85 mg 程度は，今回
の条件では溶出せず，シリカゲルカラムに吸着しているものと考えられた。順相での試験系
であることから，溶出しなかったものは比較的高極性の化合物である可能性が示唆された。  
また，各画分の GC/MS による分析の結果を Fig. 5-2，5-3 及び Table 5-2 に示した。この結
果，Fr. 7 以外に複数の PMFs (計 8 種類)が含まれていることが推定された。このうち，第二
章第二節で推定された PMFs 以外のものは，5-hydroxy-7-methoxyflavone (Fr. 1 及び 2)，
5,7-dimethoxyflavanone (Fr. 3)，4’,5,7-trimethoxyflavone (Fr. 5 及び 6)の 3 種類であった。
5-hydroxy-7-methoxyflavone 及び 4’,5,7-trimethoxyflavone については，Sutthanut ら 13)，
5,7-dimethoxyflavanone については Azuma ら 70)により，黒ウコンの含有成分としての報告があ
った。PMFs 以外では，フタル酸エステル類及び脂肪酸エステル類が検出されたが，フタル酸
エステル類は環境中に豊富に存在する他，樹脂製の器具などに含まれるため検出したと考え
られた。脂肪酸エステル類については，植物に広く含まれるため，黒ウコン由来の成分のひ
とつと考えられた。さらに，各画分について，DMF，TMF 及び Nob の LC/MS/MS による成
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分定量を行った結果を Table 5-3 に示した。この結果，DMF は Fr. 5，TMF は Fr. 3 に多く含ま
れることが明らかとなった。また，いずれの画分においても，Nob は 0.05 mg/g 未満であった。 
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Table 5-1. Yield and recovery of column fractions from K parviflora extract. 
Fraction No. Yield (mg) Recovery (%)* 
1 27.6 14.5 
2 35.0 18.4 
3 3.6 1.9 
4 6.6 3.5 
5 14.8 7.8 
6 5.4 2.8 
7 11.7 6.2 
Total 104.7 55.1 
*カラムに供した黒ウコン抽出物 190 mg に対する回収率 
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Fig. 5-2A 黒ウコンカラム画分 Fr.1の GC/MSによる
TIC 及び MS スペクトル 
 
  
1  2 
1 2 
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Fig. 5-2B 黒ウコンカラム画分 Fr.2の GC/MSによる
TIC 及び MS スペクトル  
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Fig. 5-2C 黒ウコンカラム画分 Fr.3の GC/MSによる
TIC 及び MS スペクトル  
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Fig. 5-2D 黒ウコンカラム画分 Fr.4の GC/MSによる
TIC 及び MS スペクトル 
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Fig. 5-2E 黒ウコンカラム画分 Fr.5の GC/MSによる
TIC 及び MS スペクトル 
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Fig. 5-2F 黒ウコンカラム画分 Fr.6の GC/MSによる
TIC 及び MS スペクトル  
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Fig. 5-2G 黒ウコンカラム画分 Fr.7の GC/MSによる
TIC 及び MS スペクトル 
  
1 
2 
3  4 
1 
2 
3 
4 
- 90 - 
 
  
Table 5-2. Estimated components by GC/MS in column fractions from K.parviflora.  
Fraction 
No. 
Mobile phase 
Peak 
No.
*1
 
Estimated component 
1 
n-Hexane : Ethyl acetate 
=90 : 10 
1 
2 
3 
Ethyl palmitate 
5-hydroxy-7-methoxyflavone 
7-hydroxy-3,4'-dimethoxyflavone
*2
 
2 
n-Hexane : Ethyl acetate 
=70 : 30 
1 
2 
3 
4 
 
5 
5-hydroxy-7-methoxyflavone 
7-hydroxy-3,4'-dimethoxyflavone
*2
 
5-hydroxy-7,4'-dimethoxyflavone 
2-(3-Hydroxy-4-methoxyphenyl)-3,7-dimethoxy-4H- 
chromen-4-one
*2
 
5-hydroxy-3,7,3',4'-tetramethoxyflavone 
3 
n-Hexane : Ethyl acetate 
=50 : 50 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
 
7 
8 
Phthalic acid mono-2-ethylhexyl ester 
5,7-dimethoxyflavanone 
unknown 
7-hydroxy-3,4'-dimethoxyflavone
*2
 
3,5,7-trimethoxyflavone 
2-(3-Hydroxy-4-methoxyphenyl)-3,7-dimethoxy-4H- 
chromen-4-one
*2
 
unknown 
5-hydroxy-3,7,3',4'-tetramethoxyflavone 
4 
n-Hexane : Ethyl acetate 
= 25 :75 
1 
2 
3 
5,7-dimethoxyflavone 
3,5,7-trimethoxyflavone 
3,5,7,4'-tetramethoxyflavone 
5 Ethyl acetate 
1 
2 
3 
4 
Phthalic acid mono-2-ethylhexyl ester 
5,7-dimethoxyflavone 
4',5,7-trimethoxyflavone 
unknown 
6 Acetone 
1 
2 
3 
Butyl isobutyl phtalate 
Phthalic acid mono-2-ethylhexyl ester 
4',5,7-trimethoxyflavone 
7 Methanol 
1 
2 
3 
4 
Methyl 3,4-dimethoxybenzoate 
Methyl palmitate 
Methyl linoleate 
Methyl oleate 
*1;該当する Peak No.は Fig. 5A-G に記載。 
*2;hit 率 90 %またはフラグメントパターンより，類似物の可能性があるもの。  
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Fig. 5-3 黒ウコンの抽出・分画フロー及び推定され
た PMFs 
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Table 5-3. DMF and TMF content of column fractions from K.parviflora extract. 
Fraction 
No. 
Content of column fraction 
(mg/g)*1 
Content of column fraction 
(nM)*2 
Content of K.parviflora 
(mg/10g)*3 
DMF TMF DMF TMF DMF TMF 
1 <0.05 <0.03 - - - - 
2 <0.05 47.14 - 131.68 - 1.65 
3 <0.05 104.26 - 291.23 - 0.38 
4 30.26 1.41 107.30 3.95 0.200 0.01 
5 341.00 2.55 1209.22 7.13 5.047 0.04 
6 0.86 8.93 3.05 24.94 0.005 0.05 
7 0.09 5.81 0.30 16.23 0.001 0.07 
Total 372.21 170.11 1319.88 475.16 5.25 2.19 
*1；得られたカラム画分 1 g に対する含有量とした。 
*2；カラム画分 1 μg/mL 中に含有されるモル濃度で示した。 
*3；黒ウコン乾燥チップ 10 g から得られた量とした。 
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第二節 黒ウコンカラム画分及び PMFsのマウス精巣由来 I-10細胞を用い
たテストステロン(Ts)産生促進作用 
 
1. 目的 
男性の性機能に関連した疾病のひとつに，加齢及びストレス負荷による加齢男性性腺機能
低下症候群(LOH 症候群)があり，男性ホルモンの一種であるテストステロン(Ts)産生量が減少
することで発症することが知られており，Ts 産生の減少が筋肉機能，性機能の低下などの症
状を引き起こす 71，72)。そこで，前節で得た黒ウコンカラム画分及び含有成分である PMFs に
ついてマウス精巣由来 I-10 細胞を用い，Ts 産生に及ぼす影響を調べた。 
 
 
2. 方法 
2-1. 試料及び試薬 
黒ウコンカラム画分は前節 2-3，DMF，TMF 及び Nob は第四章第一節 2-1 に記載したも
のを用いた。 
特に記載の無いものは，和光純薬工業株式会社の試薬特級を用いた。  
 
2-2. 装置 
CO2 インキュベーターは TE-HER CP series(株式会社ヒラサワ)，マイクロプレートリーダ
ーは 680XR (Bio-Rad Laboratories 社)を用いた。 
 
2-3. 細胞培養 
マウス精巣由来細胞 I-10(ヒューマンサイエンス振興財団より分与)を，以下の培地組成
にて培養した。継代培地；Ham’s F-10 Medium (Sigma 社)，10 %ウシ胎児血清(FBS，Biowest
社)，50 U/mL penicillin 及び 50 μg/mL streptomycin (Sigma 社)。培養条件は，37°C，5 % CO2
とした。 
 
2-4. I-10 細胞を用いたテストステロン産生評価試験 
12 ウェルプレートに 2×104 cells/well で細胞を播種し，一晩培養した。培養上清を除去
後，継代培地及び Fig. 5-5，5-7 及び 5-9 で示した終濃度となるように黒ウコンカラム画分
または DMF，Nob を添加し，24 時間培養した。培養後，上清を分取し，1000 ×g，5 分間
- 94 - 
 
遠心した。遠心後の上清について，Testosterone EIA kit (Cayman Chemical Company)を用い，
キットの方法に従ってテストステロン濃度を測定した。  
 
2-5. I-10 細胞を用いた細胞毒性確認試験 
96 ウェルプレートに 1.2×104 cells/well で細胞を播種し，一晩培養した。培養上清を除
去後，継代培地及び Fig. 5-4，5-6，5-8 及び 5-10 で示した終濃度となるように各画分，DMF，
TMF 及び Nob を添加し，24 時間培養した。培養後，Premix WST-1 Cell Proliferation Assay 
System(タカラバイオ株式会社)を用い，キットの方法に従って細胞毒性を確認した。 
 
2-6. 統計処理 
統計解析には GraphPad Prism 5.02 ソフトウェア(GraphPad Software, Inc 社)を用いた。有
意差の検定には一元配置分散分析及び Dunnett 検定を用い，5 %未満の危険率で 0 μg/mL (黒
ウコンカラム画分)または 0 μM (DMF，TMF，Nob)に対する有意差の有無を判定した。  
 
 
3. 結果 
黒ウコンカラム画分の I-10 細胞に対する細胞毒性を確認した結果を Fig. 5-4 に示した。こ
の結果から，細胞生存率の有意な低下がみられなかった濃度範囲にて，各画分の Ts 産生に与
える影響を試験した結果，Fr. 3 以外で濃度依存的な Ts 濃度の増加が認められた(Fig. 5-5)。本
章第一節より，Fr. 3 には TMF が多く含まれ，Fr. 5 には DMF が多く含まれることが明らかと
なったことから，TMF においては Ts 産生促進作用に影響を与えない可能性が示唆された。
また，DMF が多く含まれる Fr. 5 においては，顕著な Ts 濃度の増加が認められたことから，
DMF が Ts 産生促進作用に関与する可能性が示唆された。次に，DMF の細胞毒性試験の結果
から(Fig. 5-6)，細胞生存率の有意な低下がみられなかった濃度範囲にて，DMF の Ts 産生に
与える影響を試験した結果，濃度依存的な Ts 濃度の増加が認められた(Fig. 5-7)。TMF におい
ては，測定した範囲において有意な細胞毒性が見られたものの (Fig. 5-9)，TMF 1 μM で cell 
viability が 86 %程度であり，有意差も TMF 10 及び 100 μM と比較すると小さかったため TMF 
1 μM までであれば，細胞毒性からの Ts 産生促進に与える影響は無いものと考えられた。し
かし，この濃度範囲における Ts 濃度の顕著な増加は認められなかった(Fig. 5-10)。同様に，
比較対照に用いた Nob の細胞毒性(Fig. 5-11)及び Ts 産生(Fig. 5-12)を試験した結果，DMF と
同様，濃度依存的な Ts 濃度の増加が認められた。従って，これ以降は DMF 及び Nob につい
て検討した。 
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Fig. 5-4 黒ウコンカラム画分の I-10 細胞に対する細
胞毒性 
 
Results are represented as mean + SEM, n = 4.  Values are significantly different from 0 μg/mL at 
**p < 0.01 and ***p < 0.001.   
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Fig. 5-5 黒ウコンカラム画分の Ts 産生に与える影
響 
 
Results are represented as mean + SEM, n = 3.  Values are significantly different from 0 μg/mL at 
**p < 0.01 and ***p < 0.001.   
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Fig. 5-6 DMF の I-10 細胞に対する細胞毒性 
 
Results are represented as mean + SEM, n = 3.  Values are significantly different from 0 μM at 
***p < 0.001.   
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Fig. 5-7 DMF の Ts 産生促進作用 
 
Results are represented as mean + SEM, n = 3.  Values are significantly different from 0 μM at 
**p < 0.01.   
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Fig. 5-8 TMF の I-10 細胞に対する細胞毒性 
 
Results are represented as mean + SEM, n = 3.  Values are significantly different from 0 μM at *p 
< 0.05 and ***p < 0.001.   
  
0 0.1 1 10 100
0
50
100
150
TMF Concentration (M)
C
el
l 
v
ia
b
il
it
y
 (
%
)
******
**
- 100 - 
 
 
Fig. 5-9 TMF の Ts 産生促進作用 
 
Results are represented as mean + SEM, n = 3.  Values are significantly different from 0 μM at 
***p < 0.001.   
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Fig. 5-10 Nob の I-10 細胞に対する細胞毒性 
 
Results are represented as mean + SEM, n = 3.  Values are significantly different from 0 μM at 
***p < 0.001.   
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Fig. 5-11 Nob の Ts 産生促進作用 
 
Results are represented as mean + SEM, n = 3.  Values are significantly different from 0 μM at 
***p < 0.001.   
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第三節 PMFs の Ts産生促進作用に対するプロテインキナーゼ A阻害
剤を用いた解析 
 
1. 目的 
ライディッヒ細胞における Ts の合成経路として，アデニル酸シクラーゼ(AC)の活性化から
プロテインキナーゼ A (PKA)及び cAMP response element-binding protein (CREB)の活性化に至
る cAMP-CREB 経路が知られている 73，74)。そこで，前節において Ts 産生促進作用が認めら
れた黒ウコンの含有成分である DMF，同様に Ts 産生促進作用が見られ，黒ウコンには含ま
れていない PMFs である Nob の Ts 産生促進作用機序を調べるため，各段階での阻害剤を用い
た検討を行った(Fig. 5-12)。本節では PKA 阻害剤を用いた I-10 細胞の Ts 分泌量の変化を調べ
た。 
 
 
2. 方法 
2-1. 試料及び試薬 
DMF 及び Nob は第四章第一節 2-1 に記載したものを用いた。PKA 阻害剤には H89 (Sigma
社)を用いた。 
特に記載の無いものは，和光純薬工業株式会社の試薬特級を用いた。  
 
2-2. 装置 
本章第二節 2-2 に記載した装置と同様とした。  
 
2-3. 細胞培養 
本章第二節 2-3 に記載した方法と同様とした。  
 
2-4. I-10 細胞を用いたテストステロン産生評価試験 
本章第二節 2-4 に記載した方法と同様とした。なお，DMF，Nob を添加する際に，同時
に Fig. 5-13 及び 5-14 で示した終濃度となるように H89 を添加した。 
 
2-5. 統計処理 
- 104 - 
 
統計解析には GraphPad Prism 5.02 ソフトウェア(GraphPad Software, Inc 社)を用いた。有
意差の検定は二元配置分散分析により交互作用を確認した後，事後検定にて Bonferroni test
を用い，DMF の各同一濃度内における，H89 0 μM に対する H89 0.1，0.3 及び 1.0 μM での
有意差の有無を 5 %未満の危険率で判定した(Fig. 5-13)。Nob においても同様の検定を行っ
た(Fig. 5-14)。 
 
 
3. 結果 
DMF の Ts 産生促進作用に与える PKA 阻害剤 H89 の影響を検討した結果を Fig. 5-13 に示
した。この結果，DMF 0.1 μM 及び 1 μM における Ts 産生濃度は，H89 濃度依存的に減少し
た。また，H89 各濃度に着目した場合，Ts 濃度の DMF 濃度依存的な増加が，H89 濃度が高
くなるのに伴い，増加の程度が減弱する傾向が見られた。次に Nob の Ts 産生促進作用に与
える PKA 阻害剤 H89 の影響を検討した結果を Fig. 5-14 に示した。Nob についても DMF と同
様の傾向であったが，Nob による Ts 産生の増加及び H89 による抑制の程度は DMF の場合と
比較し，より顕著であった。 
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Fig. 5-12 Ts 生合成機構における各阻害剤の作用点  
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Fig. 5-13 DMF の Ts 産生促進作用は PKA 阻害剤に
よりキャンセルされる 
 
Results are represented as mean + SEM, n = 3.  Main effects of DMF, H89, and the interaction 
between DMF and H89 treatment are all significant by 2-way ANOVA (p < 0.001).  Values are 
significantly different from H89 0 μM in each DMF concentration by Bonferroni post-hoc test at *p < 
0.05 and ***p < 0.001.   
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Fig. 5-14 Nobの Ts産生促進作用は PKA阻害剤によ
りキャンセルされる 
 
Results are represented as mean + SEM, n = 3.  Main effects of Nob, H89, and the interaction 
between Nob and H89 treatment are all significant by 2-way ANOVA (p < 0.001).  Values are 
significantly different from H89 0 μM in each Nob concentration by Bonferroni post-hoc test at ***p 
< 0.001.   
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第四節 レポータージーンアッセイによる cAMP response element- 
binding protein (CREB)活性化の検討 
 
1. 目的 
前節において，DMF 及び Nob が PKA の活性化を介した Ts 産生促進に関与する可能性が示
唆された。そこで次に，cAMP-CREB 経路における PKA 活性化の下流に位置し，Ts 生合成の
律速酵素と考えられる CYP11A の転写活性化に関与する，いわゆる転写因子である cAMP 
response element- binding protein (CREB)の活性化に対する DMF 及び Nob の作用を，レポータ
ージーンアッセイにより解析した。  
 
 
2. 方法 
2-1. 試料及び試薬 
DMF 及び Nob は第四章第一節 2-1 に記載したものを用いた。トランスフェクション試薬
は FuGENE-HD(プロメガ株式会社)を用いた。cAMP response element (CRE)が導入されたル
シフェラーゼ発現プラスミドは pGL4.29(プロメガ株式会社)，β-ガラクトシダーゼ発現プラ
スミドには pCH110 を用いた。陽性対照はフォルスコリン(以下 Fsk，Sigma 社)を用いた。 
特に記載の無いものは，和光純薬工業株式会社の試薬特級を用いた。  
 
2-2. 装置 
本章第二節 2-2 に記載した装置と同様とした。ルミノメーターは AB2270 (アトー社)を用
いた。 
 
2-3. 細胞培養 
本章第二節 2-3 に記載した方法と同様とした。  
 
2-4. I-10 細胞を用いたレポータージーンアッセイ 
6 ウェルプレートに 1.8×105 cells/well で細胞を播種し，24 時間培養した後，培養上清を
新しい継代培地に交換した。OptiMEM 培地(Life Technologies 社)で各 0.1 μg/μL としたプラ
スミド混液 180 μL に FuGENE-HD を 54 μL 加え，室温，15 分間インキュベートした。得
られた溶液 63 μL を培養後の各ウェルに添加し，24 時間トランスフェクションした。トラ
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ンスフェクション後，継代培地 1 mL を各ウェルに添加し，24 時間培養した。培養後，継
代培地で希釈した DMF または Nob を添加し，3 時間培養した。継代培地のみを添加し，
同様に操作したものをコントロールとした。培養後，Lysis buffer でライセートを調製し，
ルシフェラーゼ試薬及び Tropix Galacto-Star (Applied Biosystems 社)を用い，常法に従って
ルミノメーターにて発光強度を測定した。各ルシフェラーゼの発光強度を内部標準として
測定した β-ガラクトシダーゼの発光強度で除してルシフェラーゼ活性とし，コントロール
のルシフェラーゼ活性を 100 %とした相対値により，相対ルシフェラーゼ活性を算出した。 
 
2-5. 統計処理 
統計解析には GraphPad Prism 5.02 ソフトウェア(GraphPad Software, Inc 社)を用いた。有
意差の検定には一元配置分散分析及び Dunnett 検定を用い，5 %未満の危険率でコントロー
ルに対する有意差の有無を判定した。  
 
 
3. 結果 
DMF 及び Nob の CREB 活性に与える影響を検討した結果，DMF 0.1 及び 1 μM，Nob 10 μM
において，有意なルシフェラーゼ活性の上昇が認められた(Fig. 5-15)。このことから，DMF
及び Nob は CREB の活性化，または CREB 活性化に至る経路のいずれかを活性化する可能性
が示唆された。 
  
- 110 - 
 
 
Fig. 5-15 DMF 及び Nob による CREB の活性化 
 
Fsk (10 μM) was used as a positive control.  Results are represented as mean + SEM, n = 3.  
Values are significantly different from control (CN) at *p < 0.05 and **p < 0.01.   
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第五節 PMFs の cAMP 量に与える影響 
 
1. 目的 
前節において，DMF 及び Nob が CREB の活性化を介した Ts 産生促進に関与する可能性が
示されたことから，本章第三節の結果と合わせ，DMF 及び Nob が cAMP-CREB 経路を活性化
することが示唆された。さらに，DMF 及び Nob が cAMP-CREB 経路のどの因子に作用してい
るのか明らかにするため，PKA 活性化の上流に位置する cAMP 量の増加に与える影響を検討
した。 
 
 
2. 方法 
2-1. 試料及び試薬 
DMF 及び Nob は第四章第一節 2-1 に記載したものを用いた。 
特に記載の無いものは，和光純薬工業株式会社の試薬特級を用いた。  
 
2-2. 装置 
本章第二節 2-2 に記載した装置と同様とした。  
 
2-3. 細胞培養 
本章第二節 2-3 に記載した方法と同様とした。  
 
2-4. I-10 細胞を用いた cAMP 量の測定 
60 mm dish に 2.4×104 cells/dish で細胞を播種し，24 時間培養した。培養後，継代培地で
希釈した DMF または Nob を添加し，1 時間培養した。継代培地のみを添加し，同様に操
作したものをコントロールとした。培養後，0.1 M の HCl で細胞を溶解させた。cAMP EIA 
kit (Cayman Chemical Company)を用い，キットの方法に従って cAMP 濃度を測定した。 
 
2-5. 統計処理 
統計解析には GraphPad Prism 5.02 ソフトウェア(GraphPad Software, Inc 社)を用いた。有
意差の検定には一元配置分散分析及び Dunnett 検定を用い，5 %未満の危険率でコントロー
ルに対する有意差の有無を判定した。  
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3. 結果 
DMF 及び Nob の cAMP 合成量に与える影響を検討した結果，DMF 1 μM 及び Nob 10 μM の
いずれにおいても cAMP 量の有意な増加が認められた(Fig. 5-16)。このことから，DMF 及び
Nob が cAMP 量の増加に関わる因子に関与する可能性が示唆された。具体的には，cAMP 量
の増加は，AC の活性化に伴う ATP との酵素反応の結果 cAMP 量が増加する場合と，cAMP
を分解する PDE の不活性化によって cAMP 量が増加する場合の 2条件が考えられた(Fig.5-12)。 
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Fig. 5-16 DMF 及び Nob による cAMP 合成量の増加 
 
Results are represented as mean + SEM, n = 3.  Values are significantly different from control 
(CN) at *p < 0.05 and **p < 0.01.    
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第六節 PMFs の Ts 産生促進作用及び CREB 活性化におけるアデニル
酸シクラーゼ阻害剤を用いた解析 
 
1. 目的 
前節の結果から，DMF 及び Nob いずれにおいても I-10 細胞での cAMP 量の増加を認めた。
cAMP の増加は，AC の活性化に伴う ATP との酵素反応の結果 cAMP 量が増加する場合と，
cAMP を分解する PDE の不活性化によって cAMP 量が増加する場合の 2 条件が考えられる。
そこで，I-10細胞に AC阻害剤を用いた系で Ts分泌量の変化及び CREBの活性化を検討した。 
 
 
2. 方法 
2-1. 試料及び試薬 
DMF 及び Nob は第四章第一節 2-1 に記載したものを用いた。AC 阻害剤には
MDL12,330A(Sigma 社，以下 MDL)を用いた。その他の試薬は本章第四節 2-1 に記載したも
のを用いた。 
特に記載の無いものは，和光純薬工業株式会社の試薬特級を用いた。  
 
2-2. 装置 
本章第二節 2-2 及び第四節 2-2 に記載した装置と同様とした。  
 
2-3. 細胞培養 
本章第二節 2-3 に記載した方法と同様とした。  
 
2-4. I-10 細胞を用いたテストステロン産生評価試験 
本章第二節 2-4 に記載した方法と同様とした。なお，DMF，Nob を添加する際に，同時
に Fig. 5-17 及び 5-18 で示した終濃度となるように MDL を添加した。 
 
2-5. I-10 細胞を用いたレポータージーンアッセイ  
本章第四節 2-4 に記載した方法と同様とした。なお，DMF，Nob を添加する際に，同時
に終濃度 1 μM となるように MDL を添加した。 
- 115 - 
 
 
2-6. 統計処理 
統計解析には GraphPad Prism 5.02 ソフトウェア(GraphPad Software, Inc 社)を用いた。テ
ストステロン産生試験(2-4)の有意差の検定は二元配置分散分析により交互作用を確認し
た後，事後検定にて Bonferroni test を用い，DMF の各同一濃度内における，MDL 0 μM に
対するMDL 0.1，0.3及び 1.0 μMでの有意差の有無を 5 %未満の危険率で判定した(Fig. 5-17)。
Nob においても同様の検定を行った(Fig. 5-18)。レポータージーンアッセイ(2-5)の有意差の
検定には一元配置分散分析及び Dunnett 検定を用い，5 %未満の危険率でコントロールに対
する有意差の有無を判定した。 
 
 
3. 結果 
DMF の Ts 産生促進作用に与える AC 阻害剤 MDL の影響を検討した結果を Fig. 5-17 に示し
た。この結果，DMF 0.1 μM 及び 1 μM における Ts 産生濃度は，MDL 濃度依存的な減少傾向
であったが，MDL 0～1 μM の範囲において DMF 1 μM で 175～185 pg/mL，DMF 0.1 μM で 109
～127 pg/mL であり，顕著な増加または減少は見られなかった。また，MDL 各濃度に着目し
た場合においても，Ts 濃度の DMF 濃度依存的な増加が， MDL 濃度条件間で顕著な差異が
認められなかった。Nob についても DMF と同様の傾向であった(Fig. 5-18)。CREB 活性化の
試験においては，DMF 1 μM 及び Nob 10 μM で有意な Luciferase 活性の上昇が見られた(Fig. 
5-19)。以上より，DMF 及び Nob いずれにおいても AC 阻害剤の影響の影響を受けない，すな
わち，DMF 及び Nob が AC の活性化を介さずに CREB の活性化を誘導する可能性が示唆され
た。 
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Fig. 5-17 DMFの Ts産生促進作用は AC阻害剤の影
響を受けない  
 
Results are represented as mean + SEM, n = 3.  Main effects of DMF (p < 0.001), MDL (p < 0.01), 
and the interaction between DMF and MDL treatment (p < 0.05) are all significant by 2-way ANOVA.  
Values are significantly different from MDL 0 μM in each DMF concentration by Bonferroni 
post-hoc test at *p < 0.05 and ***p < 0.001.    
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Fig. 5-18 Nob の Ts 産生促進作用は AC 阻害剤の影
響を受けない  
 
Results are represented as mean + SEM, n = 3.  The main effect of Nob is significant by 2-way 
ANOVA (p < 0.001).  The main effect of MDL, and the interaction between Nob and MDL 
treatment are not significant by 2-way ANOVA.   
 
  
0 1 10
0
50
100
150
200
Nob Concentration (M)
T
es
to
st
er
o
n
e 
(p
g
/m
L
)
MDL 0 (M)
MDL 0.1
MDL 0.3
MDL 1.0
- 118 - 
 
 
Fig. 5-19 DMF 及び Nob による CREB 活性化は AC
阻害剤の影響を受けない  
 
Fsk (10 μM) was used as a positive control.  Results are represented as mean + SEM, n = 3.  
Values are significantly different from control (CN) at ***p < 0.001.    
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第七節 ホスホジエステラーゼ活性阻害を介した PMFsの Ts産生促進
作用 
 
1. 目的 
ここまでの結果から，DMF 及び Nob が AC の活性化を介さずに CREB の活性化を誘導する
ことが明らかとなった。そこで，もう一方の仮説として挙げた，PDE の不活性化によって
cAMP 量が増加する可能性について，I-10 細胞に PDE 阻害剤を用いた系で Ts 分泌量の変化を
検討した。 
 
 
2. 方法 
2-1. 試料及び試薬 
DMF 及び Nob は第四章第一節 2-1 に記載したものを用いた。PDE 阻害剤には
3-isobutyl-1-methylxanthine (以下 IBMX，Sigma 社)を用いた。その他の試薬は本章第四節 2-1
に記載したものを用いた。 
特に記載の無いものは，和光純薬工業株式会社の試薬特級を用いた。  
 
2-2. 装置 
本章第二節 2-2 に記載した装置と同様とした。  
 
2-3. 細胞培養 
本章第二節 2-3 に記載した方法と同様とした。  
 
2-4. I-10 細胞を用いたテストステロン産生評価試験 
本章第二節 2-4 に記載した方法と同様とした。なお，DMF，Nob を添加する際に，同時
に Fig. 5-20 及び 5-21 で示した終濃度となるように IBMX を添加した。 
 
2-5. 統計処理 
統計解析には GraphPad Prism 5.02 ソフトウェア(GraphPad Software, Inc 社)を用いた。有
意差の検定は二元配置分散分析により交互作用を確認した後，事後検定にて Bonferroni test
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を用い，DMF の各同一濃度内における，IBMX 0 μM に対する IBMX 0.1，0.3 及び 1.0 μM
での有意差の有無を 5 %未満の危険率で判定した(Fig. 5-20)。Nob においても同様の検定を
行った(Fig. 5-21)。 
 
 
3. 結果 
DMF の Ts 産生促進作用に与える PDE 阻害剤 IBMX の影響を検討した結果を Fig. 5-20 に示
した。この結果，DMF 各濃度において，IBMX 濃度依存的な Ts 濃度の増加が認められた。IBMX
各濃度に着目した場合も同様であり，さらに，DMF 濃度依存的に Ts 濃度の上昇幅が大きく
なる傾向であった。Nob についても DMF と同様の傾向であった(Fig. 5-21)。以上から，DMF
及び Nob が IBMX と同様の作用，すなわち，PDE 活性阻害作用を持つ可能性が示唆された。 
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Fig. 5-20 DMF の PDE 活性阻害による Ts 産生促進
作用 
 
Results are represented as mean + SEM, n = 3.  Main effects of DMF (p < 0.001), and IBMX (p < 
0.01) are significant by 2-way ANOVA.  The interaction between DMF and IBMX treatment is not 
significant by 2-way ANOVA.  Values are significantly different from IBMX  
0 μM in each DMF concentration by Bonferroni post-hoc test at *p < 0.05 and **p < 0.01.   
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Fig. 5-21 Nobの PDE活性阻害による Ts産生促進作
用 
 
Results are represented as mean + SEM, n = 3.  Main effects of Nob, IBMX, and the interaction 
between Nob and IBMX treatment are all significant by 2-way ANOVA (p < 0.001).  Values are 
significantly different from IBMX 0 μM in each Nob concentration by Bonferroni post-hoc test at *p 
< 0.05 and ***p < 0.001.   
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第八節 考察 
 
本章では，黒ウコンの新たな機能性について調べるため，これまで詳細が明らかとなって
いない，黒ウコンのタイにおける伝統的な使用用途の一つである精力増強作用について，精
巣由来細胞 I-10 の Ts 産生及び生合成機構に着目し，検討を行った。  
精巣は主に精原細胞及び精原細胞より分化した細胞(精細管に局在している)，ライディッヒ
細胞(性ホルモンを産生し，曲精細管の結合組織に分布している )，セルトリ細胞(精細管の基
底膜を形成し，生殖細胞の分化及び成熟に必要な環境を与える )の 3 種類で構成されているこ
とが知られている。そのうち，ライディッヒ細胞は，下垂体より分泌される黄体形成ホルモ
ン(LH)に依存し，Ts を合成及び分泌する 73-75)。ライディッヒ細胞膜表面に局在する G タンパ
ク質共役受容体である LH 受容体は，LH と相互作用した後に AC を刺激し，細胞内 cAMP レ
ベルを上昇させ，PKA 及び下流に存在する CREB の活性化を経てその他のステロイド産生タ
ンパク質を活性化する。ステロイド産生急性調節タンパク質(StAR)はコレステロールをミト
コンドリア内に輸送し，CYP11A は輸送されたコレステロールからのプレグネノロン産生を
触媒する 73-76)。このような Ts 生合成機構における，黒ウコンの作用を調べる前段階として，
成分の高収率化を想定した黒ウコン乾燥チップを用い，さらに有効成分の絞り込みを容易に
する目的で，50 %エタノール抽出及びカラムクロマトグラフィーによる分画を行い，各画分
に含まれる成分の推定を試みた(本章第一節)。この結果，Fr. 7 以外に複数の PMFs が認めら
れた。また，各画分での I-10 細胞を用いた Ts 産生試験の結果(本章第二節)から，TMF が多く
含まれる Fr. 3 以外で Ts 産生促進作用が認められた。DMF または TMF が細胞または実験動
物で Ts 産生を促進する知見はこれまでに無いが，フラボノイドの一種であるアピゲニンがマ
ウス由来ライディッヒ細胞において StAR 及びプロゲステロン産生量を増加させるといった
報告 77)や，フラボノイドやサポニンを含有するゴボウの水抽出物が，ラット血清中の Ts 濃度
を増加させる報告 78)がある。そこで次に，DMF，TMF 及び比較対照の Nob を用い，Ts 産生
に与える影響を調べた結果，DMF 及び Nob に Ts 産生促進作用が認められた(Fig. 5-7，5-9 及
び 5-11)。従って，黒ウコンのカラム画分が Ts 産生を促進する要因のひとつに，各画分に含
有される DMF をはじめとした PMFs が関与する可能性と，TMF の Ts 産生促進作用は弱い，
あるいは見られない可能性が示唆された。次に，Ts 生合成経路における DMF 及び Nob の作
用機序を明らかにする目的で，PKA 阻害剤を用いた Ts 産生の検討を行った結果，PKA 阻害
剤濃度依存的に DMF 及び Nob の Ts 産生促進作用がキャンセルされることが明らかとなった
(Fig. 5-13 及び 5-14)。I-10 細胞において Ts 産生を促進し，PKA 阻害剤によって Ts 産生促進
作用がキャンセルされる物質としてメナキノン-4 (MK-4)が報告されており 73)，Ts 産生促進作
用に PKA の活性化を介した CYP11A 発現が関与していることを示唆している 76)。さらに，
CREB の活性化を，プロモーター領域に CRE を導入したルシフェラーゼプラスミドの転写活
性化により評価する，レポータージーンアッセイによる CREB の活性化を調べた結果，DMF
及び Nob が CREB を活性化することが示された(Fig. 5-15)。CYP11A はプロモーター領域に
CRE が存在し，CRE によって発現が制御されている。以上から，DMF 及び Nob の Ts 産生促
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進作用は PKA の活性化を伴う，AC の活性化から CREB の活性化に至る cAMP-CREB 経路の
活性化による可能性が示唆された。  
PKA は 2 つの regulatory サブユニットと 2 つの catalytic サブユニットを構成するヘテロ 4
量体として不活性型で存在するが，様々な刺激による細胞内 cAMP レベルの上昇を経て，
cAMP が regulatory サブユニットに結合すると，catalytic サブユニットを遊離する 73)。遊離し
た catalytic サブユニットは PKA 及び CREB をリン酸化することで活性化すると考えられてい
る 79)。本章第五節の結果(Fig. 5-16)から，DMF 及び Nob により，cAMP レベルが上昇するこ
とが明らかとなったことから，DMF 及び Nob の Ts 産生促進作用に cAMP レベルの上昇によ
る PKA の活性化が関与することが示唆された。cAMP の増加には，AC の活性化に伴う ATP
との酵素反応の結果 cAMP が増加する場合と，cAMP を分解する PDE の不活性化によって
cAMP 量が増加する場合の 2 条件が考えられる。本章第六節の結果，DMF 及び TMF による
Ts 産生促進作用が AC 阻害剤により抑制されず(Fig. 5-17，5-18)，CREB 活性化においても同
様に AC 阻害剤による抑制が認められなかった(Fig. 5-19)ことから，DMF 及び Nob が AC 活
性化を介さずに CREB の活性化を誘導する可能性が示唆された。Nob については，Nob をは
じめとした複数の PMFs を含有する陳皮抽出液が，海馬神経細胞を用いた培養細胞系におい
て，cAMP-CREB 経路を活性化する報告があり 80)，この場合，アルツハイマー病などの神経
障害に伴う記憶障害に対する改善作用が期待される。さらに，PDE 阻害剤を用いた Ts 産生の
試験結果から(Fig. 5-20，5-21)，DMF 及び Nob が PDE 阻害剤濃度依存的に Ts 産生を促進す
ることが明らかとなり，cAMP レベルの上昇が，DMF 及び Nob による PDE 活性の阻害によ
ることが示唆された。黒ウコンに含まれる複数の PMFs について，in vitro での PDE 活性試験
を実施した報告があり 81)，DMF が PDE5 及び PDE6 の活性を阻害すること，これらの活性の
阻害には 7-メトキシフラボノイド類のうち 5 位にメトキシ基を持つことが必須であることが
示されている。本章にて検討した PMFsのうち，TMFで Ts産生促進作用が見られなかったが，
TMF は 5 位が水酸基の 7-メトキシフラボノイド類であり，Ts 産生促進作用が認められた DMF
及び Nob は 5 位がメトキシ基であることから，本章にて検討した Ts 産生促進作用の作用機
序として PDE5 及び PDE6 の活性阻害作用による可能性が示唆された。以上より，様々なフ
ラボノイドが含まれる黒ウコンのカラム画分が Ts 産生を促進すること，含有成分のひとつで
ある DMF が Ts 産生促進作用を有すること，さらに，作用機序として PDE を阻害し，cAMP
レベルを上昇させることで PKA 及び CREB の活性化を誘導し，Ts 産生を促進すると考えら
れた。また，比較対照で用いた Nob においても，DMF と同様の作用機序による Ts 産生促進
作用を有することが明らかとなった(Fig. 5-22)。 
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Fig. 5-22 PMFs の Ts 産生促進作用機序 
 
(A)黒ウコンカラム画分から複数(8 種類)の PMFs の存在が推定された(GC/MS)。(B)TMF を
多く含む Fr.3 以外の画分及び DMF，Nob に Ts 産生を促進する作用があることを明らかにし
た。(C)DMF，Nob が Ts 産生を促進する作用機序は PDE の阻害によることを明らかにした。 
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第六章 総合考察 
 
 
本研究では，沖縄県渡嘉敷村で栽培されている，国産黒ウコンの脱顆粒抑制作用及び抗炎
症作用機序の解明と，黒ウコンの新たな機能性となり得る動脈硬化に対する作用の可能性，
さらに，含有成分での男性ホルモン産生に与える影響について，培養細胞を用いた実験手法
によるアプローチから解明することを目的として研究を行い，以下の知見を得た。 
第二章では，異なる種類のショウガ科植物を対象とし，極性の異なる 2 条件での抽出方法
を用いて比較検討するアプローチにより，黒ウコンにおいて特徴的な脱顆粒抑制作用を見出
し，GC/MS を用いたライブラリー検索から，含有される 5 種類の PMFs を推定した。このう
ち，DMF，TMF について，LC/MS による定量から，黒ウコンヘキサン抽出液にはそれぞれ，
556 μg/g，193 μg/g 含まれることを明らかにした。  
第三章では，DMF 及び TMF が Nob を上回る強い脱顆粒抑制作用があることを見出した。
また，DMF が RBL-2H3 細胞を用いた抗原刺激または Ca2+流入による脱顆粒に対して抑制作
用があることを初めて見出した。さらに，抗原刺激または Ca2+流入を介した脱顆粒，炎症メ
ディエーターの mRNA 発現及びタンパク質分泌において，黒ウコンヘキサン抽出液，DMF，
TMF が抗原刺激に対してより強い抑制作用を示すことを確認した。このことは，黒ウコンヘ
キサン抽出液，DMF 及び TMF が初期の炎症シグナル伝達を抑制することを示唆している。 
第四章では，黒ウコン 50%エタノール抽出液において，ヘキサン抽出液よりも DMF，TMF
を豊富に含む(3.497 mg/g，246.7μg/g)ことを LC/MS/MS 分析により確認した。また，黒ウコン
50％エタノール抽出液は，①単球と血管内皮細胞の接着を抑制する②マクロファージの活性
化による NO の過剰産生を抑制する③接着分子や炎症メディエーターの mRNA 発現を抑制す
る④eNOSの mRNA発現を誘導する⑤ACE活性を阻害する⑥細胞内での ROSの産生を抑制す
ることを明らかにした。これらの作用の一部に，黒ウコンに特徴的に含まれる DMF，TMF
が寄与している可能性が示唆された。  
第五章では，黒ウコンに含まれる様々なフラボノイドが Ts 産生を促進すること，含有成分
のひとつである DMF が Ts 産生促進作用を有すること，さらに，作用機序として，PDE を阻
害し，cAMP 量を増加させることで PKA を活性化し，CREB の活性化を引き起こすことで Ts
産生を促進する可能性を見出した。  
機能性の側面からみた場合，抗アレルギー作用(第二章，第三章)，抗動脈硬化作用(第四章)，
男性ホルモン産生促進作用(第五章)と，本研究で用いた黒ウコン及び PMFs は多様な機能性を
有する可能性を示したが，作用機序に着目した場合，いずれの作用においても，炎症に関わ
るメカニズムに対して抑制作用を発揮することが本研究の共通要因として挙げられる。
RBL-2H3 細胞における脱顆粒においては，IgE 抗体の架橋反応から Lyn，Syk のリン酸化を起
点としたリン酸化シグナル経路により，PKC の活性化及び細胞内 Ca2+濃度の上昇を誘導し，
脱顆粒に至る 19，24，82)。また，Syk から PI3K 及び Akt の活性化，または Syk から ERK1/2 の
リン酸化を経て TNF-α に代表される炎症性サイトカインの発現及び分泌が誘導されることが
知られている 19，24，82)。さらに，PI3K/Akt 及び ERK1/2 を介し，IκB のユビキチン化及びプロ
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テアソームによる分解経て NF-κB の核移行，転写活性化といった一連の NF-κB シグナル経路
が活性化され 82，83)，炎症性サイトカインの発現が誘導される報告がある。マウスマクロファ
ージ様細胞である RAW264.7 細胞では，LPS，IL-1β あるいは TNF-α により，同様の NF-κB
シグナル経路の活性化による炎症性サイトカイン，iNOS など，炎症に関わる因子の転写が活
性化される 44-46，84)。HUVECs 細胞においても，TNF-α 刺激により NF-κB シグナル経路を介し
た接着因子，炎症メディエーターの発現 85)や，LOX-1 を介した NF-κB の活性化 65)が知られて
いる。I-10 細胞においては，細胞内 cAMP レベルに依存して Ts を合成，分泌する点でライデ
ィッヒ細胞と同様の形質を持つが 73)，in vivo において，セルトリ細胞及びライディッヒ細胞
が LPS またはその他の炎症刺激によって炎症性サイトカイン及び NO を産生すること，ライ
ディッヒ細胞において，高濃度の LPS がコレステロール輸送タンパク質，StAR，CYP11A，
17α-hydroxylase/C17,20-lyase，3β-hydroxysteroid dehydrogenase の合成を減少させることで，ス
テロイド産生が抑制されることが知られている 86，87)。さらに，PKA の活性化が精巣における
NF-κB 活性化を阻害する可能性が示唆されている 75)。また，いずれのメカニズムにおいても，
酸化ストレスあるいは ox-LDL が関与しており，以上から，黒ウコン及び PMFs が NF-κB シ
グナル経路や酸化ストレスを抑制することで，炎症性サイトカイン発現抑制，接着分子発現
抑制，PKA 活性化による Ts 産生促進などが誘導され，抗アレルギー作用，抗動脈硬化作用，
男性ホルモン産生促進作用を発揮すると考えられる。  
次に，本研究を通じて有効成分と考えられる PMFs の化学構造から生理活性との相関を考
察すると，以下の通りとなる。Kawaii ら 88)は PMFs も含めた 27 種類のフラボノイド類につい
て，ヒト肺癌細胞 A549，マウスメラノーマ細胞 B16，ヒト T 細胞白血病細胞 CCRF-HSB-2，
ヒト胃癌リンパ節転移細胞 TGBC11TKB の 4 種類の細胞に対する細胞増殖抑制試験を実施し
た結果から，強い増殖抑制作用が見られた特徴的な構造に，C2-C3 に二重結合を持つことを
挙げている。さらに，フラボノイド骨格の A 環に位置する C5~C8 にメトキシ基，C3 に水酸
基を持つ構造が高い増殖抑制活性を示すことを報告している 88)。Takano-Ishikawa ら 89)は，39
種類のフラボノイド類について，LPS 刺激したラット腹腔マクロファージに対する PGE2 産生
抑制作用を調べ，高い PGE2 産生抑制活性を示す構造は Kawaii らと同様 C2-C3 の二重結合を
挙げているほか，A 環の C5 と C7 位に水酸基，C4 位にケトン基を持つことを報告している。
逆に B 環の C3’，及び C4’位に水酸基を持つもの，アグリコンよりグルコシドは活性が弱い傾
向にあることを示しており，グルコシドはアグリコンと比較し，細胞膜透過性が悪いことが
要因であることを示唆している 89)。また，文献では触れていないが，フラボノールの 5，7，
4’位に水酸基を持つケンフェロールと，これに加えて 3’位にメトキシ基をもつフラボノイド
で比較した場合，ケンフェロールの方が強い PDE2 産生抑制活性を持つことが分かる
89)。さ
らに，第四章第七節でも述べたが，Sae-Wong ら 56)により，構造の違いと生理活性の相関につ
いて記載は無いものの，黒ウコンより単離した 12 種類の PMFs について，RAW264.7 細胞を
用いた NO 産生抑制試験の結果，C5 及び C7 位にメトキシ基を持ち，C3 位に官能基を持たな
い構造において強い NO 産生抑制作用があるデータが報告されている。DNA ジャイレース阻
害による抗大腸菌活性を，PMFs を含む 10 種類のフラボノイド類で試験し，活性と構造の相
関を検討した報告もあり 90)，A 環の C5 位及び B 環の C4’位に水酸基，あるいは A 環の C6 位
及び C8 位にメトキシ基を持つ構造において強い抑制作用を認めている。また，第五章第八節
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で触れたが，黒ウコンに含まれる複数の PMFs について，in vitro での PDE 活性試験を実施し
た報告があり 81)，PDE5 及び PDE6 の活性阻害には 7-メトキシフラボノイド類のうち 5 位に
メトキシ基を持つこと，すなわち，A 環の C5 及び C7 位にメトキシ基を持つ構造が必須であ
ることが示されている。さらに，抗酸化作用からのアプローチにおいて，Fukuhara らの報告
91)から，C2-C3 に二重結合を持たない(+)-カテキンにおいて，B 環が A 環及び C 環の平面構造
に対して垂直に配置されているのに対し，ケルセチンが B 環のカテコール構造と共役し，ABC
環ともに平面構造で安定化していること，さらに，Nakanishi ら 92)によって，有機合成で立体
構造を平面で安定化させた平面型カテキンにおいて一電子移動反応が進行しやすく，還元力
が増加することでラジカル消去活性が増加する可能性が示唆されている。これらの知見から
仮説を立てると，①C2-C3 が二重結合，②A 環の C5 及び C7 位が水酸基またはメトキシ基，
③C4 位がケトン基，④B 環には官能基を持たないといった構造が，より強い様々な生理活性
を示す可能性があると考えられる。本研究で検討した DMF，TMF 及び Nob は，①及び③は
いずれの化学構造にも含まれていた。②については，DMF 及び Nob で C5 及び C7 位にメト
キシ基を持っており，TMF は C7 位のみメトキシ基であった。さらに，④については，DMF
のみ官能基を持たず，TMF 及び Nob はオルト位に 2 つのメトキシ基を配する構造であった。
以上より推定される生理活性の強さは DMF>Nob>TMF となるが，本研究においても，DMF
がいずれの作用においても強い傾向にあり，次に Nob または TMF のパターンであり，仮説
と矛盾しない結果であった。また，TMF においては，DMF，Nob と比較し，エタノールなど
の高極性溶媒に対する溶解性が悪かったため，既に述べた通り，これらの作用に細胞膜透過
性が影響している可能性も考えられる。  
本研究により，黒ウコンの脱顆粒抑制作用及び抗炎症作用機序の一端を解明した。また，
動脈硬化の発生及び進展に関わる主要なステップにおいて抑制作用を示すこと，及びこれら
の抑制作用の一部に DMF，TMF が寄与していることを明らかにした。さらに，これまで報告
の無かった，黒ウコンに含まれる様々なフラボノイドが Ts 産生を促進する可能性と，含有成
分のひとつである DMF の Ts 産生促進作用について作用機序を明らかにした。これらの知見
は，黒ウコンが I 型アレルギー，生活習慣病，加齢に伴う疾病や性腺機能の低下を改善する
可能性があることを支持しており，エビデンスが担保された機能性を有する食品としての利
用が期待される。 
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